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Resumen  
Cultivos de interés agrícola como el banano y el tomate son de importancia económica a 

nivel mundial y con el fin de abastecer la demanda, emplean agroquímicos que reducen la 

presencia de enfermedades y mantienen su productividad. Sin embargo, el uso extensivo 

de estos productos genera problemas ambientales y sociales como la polución de aire y 

fuentes de agua, erosión de suelos y acumulación de nitratos y nitritos en el ambiente; por 

lo que se requieren paquetes tecnológicos que permitan la mitigación de estos impactos 

sin afectar la producción. Este estudio se centró en evaluar el potencial de B.subtilis EA-

CB0575 a nivel genómico, bioquímico e in planta, para promover el crecimiento vegetal; 

su colonización rizosférica en los cultivos de interés, capacidad de producción de 

lipopéptidos (LPs) en la raíz y el efecto de la aplicación del microorganismo en la microbiota 

nativa de la planta de banano. Se determinó que esta cepa puede promover el crecimiento 

de plantas de banano (Musa AAA) variedad Williams y tomate (Lycopersicum esculentum) 

variedad Chonto, a nivel in vitro o en invernadero, posee genes relacionados con diferentes 

mecanismos de acción de las PGPR´s y puede colonizar la rizósfera de los cultivos 

evaluados; detectándose hasta por 30 días después de la inoculación (DDI). Se encontró 

también que la cepa produce LPs de las familias surfactinas y fengicinas, aunque sólo se 

pudieron detectar surfactinas en raíces. Finalmente, se determinó que la microbiota de 

banano in vitro se compone principalmente de los géneros Bacillus y Paenibacillus en 

mayor proporción y de Acinetobacter, Arthrobacter, Methylobacterium,  Microbacterium, 

Micrococcus, Pseudomonas, entre otros, en proporciones menores; además se determinó 

que cuando la cepa EA-CB0575 se aplica a las plantas de banano variedad Williams in 

vitro, se genera un efecto de enmascaramiento ó antagonismo de las poblaciones nativas 

de banano, posiblemente debido la dominancia de la PGPR en las raíces de la planta. 

 

Palabras clave: Bacillus subtilis, colonización, promoción de crecimiento, Fluorescent In 

Situ Hybridization (FISH), Catalyzed Reporter Deposition-FISH (CARD-FISH), 

lipopéptidos, rizósfera. 
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Abstract 

Crops of agricultural interest such as bananas and tomatoes are important worldwide and 

in order to supply the demand agrochemicals have been used for reducing the presence of 

diseases and maintaining their productivity. However, the extensive use of these products 

could generate environmental and social problems as water and air pollution, erosion and 

accumulation of nitrates and nitrites; for these reasons, technological packages are 

required for mitigating these impacts without affecting production. The objective of this 

study was to evaluate the potential of B.subtilis EA-CB0575 for plant growth promotion at 

genomic, biochemical and in plant level, its rhizosphere colonization, lipopeptide (LPs) 

production in roots and the effect of its application on the native microbiota of the banana 

plant. It was determined that this strain can promote growth in both crops, in vitro or in 

greenhouse, bacteria genome has genes related to different mechanisms of action of 

PGPR´s and can colonize the rhizosphere of the plants, detecting up it to 30 days after 

inoculation, in Spanish, (DDI). It was also found that the strain produces LPs of the surfactin 

and fengycin families, although only surfactins were detected in roots. Finally, it was 

determined that microbiota of banana variety Williams in vitro is composed mainly by the 

genera Bacillus and Paenibacillus and secondarily by genera as Acinetobacter, 

Arthrobacter, Methylobacterium, Micrococcus, Microbacterium, Pseudomonas, among 

others. Additionally it was determined a "masking" or antagonistic effect of native banana 

populations when EA-CB0575 strain is applied to banana plants in vitro, this effect could 

be originated due to the dominance of the PGPR strain  in plant roots. 

Keywords: Bacillus subtilis, colonization, plant growth promotion, Fluorescent In Situ 

Hybridization (FISH), Catalyzed Reporter Deposition (CARD-FISH), lipopeptides, 

rizosphere.
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Introducción 
En la actualidad la tierra arable y la capacidad de producción mundial de alimentos han 

comenzado a ser insuficientes para satisfacer la demanda de la creciente población. Se 

prevé que esta situación se acentuará con los años alcanzando índices de 0,16 hectáreas 

arables por persona en 2025, con una reducción de 36% respecto al año 2000 (Borriss, 

2011). Por esto, deben tomarse medidas para alcanzar una producción sostenible de 

alimentos para la población mundial, la cual se estima en 9,2 mil millones de personas para 

2050 (FAO, 2009). El crecimiento de la demanda alimentaria ha activado el uso desmedido 

de agroquímicos para explotar la capacidad de producción del suelo, creando problemas 

como la acidificación, polución de las aguas, contaminación del aire y potenciando 

enfermedades relacionadas con la presencia de nitritos y nitratos en las fuentes de alimento 

humano y animal (Prashar & Shah, 2016). 

Desde 1904 cuando Lorentz Hiltzner descubrió la diversidad de microorganismos presentes 

en la capa de suelo aledaña a las raíces de las plantas, a la que llamó rizósfera, comenzaron 

estudios para dilucidar el efecto de estos microorganismos en el desarrollo vegetal 

(Bhattacharyya & Jha, 2012), pero sólo hasta 1978 cuando Kloepper y Schroth 

comprobaron el potencial de algunos microorganismos de la rizósfera para promover el 

crecimiento en la planta, se entendió el papel que los microorganismos del suelo pueden 

protagonizar en la agricultura. Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal 

(PGPR´s: Plant Growth Promoting Rhizobacterias) son microorganismos que colonizan de 

forma competitiva las raíces de las plantas, estimulan su crecimiento y/o reducen la 

incidencia de enfermedades (Haas & Defago, 2005). Ellas deben ser capaces de colonizar 

la raíz, sobrevivir, multiplicarse y promover el desarrollo de la planta, contribuyendo a los 

sistemas de agricultura sostenible (Barea et al., 2005). Son diversas las investigaciones 

para evaluar el efecto de estos microorganismos en cultivos perennes (Aslantaş et al., 2007; 

Domenech et al., 2004) o en temporales (Govindasamy et al., 2015; Grobelak et al., 2015), 

aumentando el crecimiento y la productividad de los cultivos (El-Howeity & Asfour, 2012; 
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O’Callaghan, 2016) y abriendo paso al desarrollo de inoculantes biológicos (Calvo et al., 

2014). 

En Colombia la actividad agrícola es uno de los ejes de la economía. El banano (Musa 

AAA), uno de los cultivos estudiados en este trabajo, es importante para la economía del 

país debido a que es el tercer producto de exportación y se cultiva en 47.407 hectáreas a 

nivel nacional, alcanzando exportaciones por US $836.639 millones (AUGURA, 2016). Sin 

embargo, el sector bananero enfrenta problemas de productividad y sanidad de los suelos 

por el uso extensivo de agroquímicos, y patologías como la Sigatoka negra (causada por 

Mycosphaerella fijiensis Morelet) y el Moko (causada por Ralstonia solanacearum) son 

amenazas constantes para el cultivo en las zonas productoras de Urabá, Santa Marta, Eje 

Cafetero y la Guajira. Además, la posible entrada de una nueva enfermedad, el Mal de 

Panamá (agente causal Fusarium oxysporium f. sp. cubense raza 4), amenaza con destruir 

los cultivos de las variedades comerciales en el país. El tomate (Lycopersicum esculentum), 

otro de los ejes temáticos de la presente investigación, es un cultivo de consumo interno 

con cerca de 14.855 hectáreas de producción y con gran dinámica en la gastronomía y 

desarrollo nacional (FINAGRO, 2014). Con problemas serios de contaminación en los 

suelos, este cultivo debe tratarse con agroquímicos debido a sus requerimientos 

nutricionales y al ataque de patologías como el tizón tardío (Phytophthora infestans), oídio 

(Leveillula taurica) y la cladosporiosis (Fulvia fulva) (Jaramillo et al., 2007). Ambos cultivos 

requieren paquetes tecnológicos para mitigar los daños causados por el monocultivo y las 

actividades del agro, proporcionando opciones para la sostenibilidad y para la apertura de 

nuevos mercados. 

El uso de las PGPR´s en estos cultivos podría ser una alternativa para la solución de las 

problemáticas asociadas a los impactos negativos de agroquímicos en la agricultura, 

además de mejorar el crecimiento y desarrollo de las plantas. Durante décadas, los estudios 

de promoción de crecimiento con PGPR´s se han centrado en el aislamiento y evaluación 

de características bioquímicas de los aislados, con el fin de tener bancos de cepas 

promisorias para el desarrollo de productos biofertilizantes o bioestimulantes (Bashan, 

1998; Dinesh et al., 2015). Sin embargo, la evaluación de su colonización en la rizósfera ha 

sido poco reportada, a pesar de que es una característica que se ha relacionado 

positivamente con la promoción de crecimiento en los cultivos (Compant et al., 2010; 

Figueroa-López et al., 2016). En algunas evaluaciones, se han aplicado los 

microorganismos en diferentes especies vegetales y se ha intentado detectar y monitorear 
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su presencia en la rizósfera y la raíz por métodos clásicos. Sin embargo, esto permite 

determinar la existencia de morfologías similares a la inoculada, mas no es posible asegurar 

que los microorganismos recuperados son los mismos aplicados (Moter & Gobel, 2000). 

Debido a lo anterior, diversos investigadores plantean el uso de técnicas como la inserción 

de genes de fluorescencia para el monitoreo del microorganismo con luz fluorescente 

(Bacilio et al., 2004; Fan et al., 2012a), la microscopía electrónica de barrido (ChinAwoeng 

et al., 1997; Liu et al., 2006) o los métodos de hibridación in situ, como es el caso de FISH 

(Fluorescent in situ hybridization) y sus derivados (de-Bashan et al., 2010; López et al., 

2011).  

En esta Tesis Doctoral se evaluó el efecto promotor de crecimiento de B.subtilis EA-CB0575 

sobre plantas de banano variedad Williams y plantas de tomate variedad Chonto-Santa 

Cruz con inoculaciones tempranas del microorganismo, a nivel in vitro en medio MS, y a 

nivel de invernadero en suelo. Se realizó el ensamble y análisis del genoma del 

microorganismo, con el fin de conocer la presencia de genes que intervienen en la 

promoción de crecimiento vegetal, y se evaluó la colonización del microorganismo en la 

rizósfera de las dos especies vegetales de interés, empleando los métodos FISH y CARD-

FISH (Catalyzed Reporter Deposition- FISH). Además se realizó un estudio de producción 

de compuestos tipo lipopéptidos (LPs), específicamente la surfactina y la fengicina, en las 

raíces de las plantas evaluadas; para relacionar la producción de estos compuestos con la 

colonización del microorganismo en la raíz. Finalmente, se evaluó la microbiota nativa 

presente en el cultivo de banano in vitro en plantas inoculadas y sin inocular con Bacillus, 

con el fin de analizar el efecto de la aplicación del microorganismo de estudio sobre las 

poblaciones nativas de la planta. 
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Objetivos 
 

General  

Determinar la capacidad promotora de crecimiento de Bacillus subtilis EA-CB0575, su 

colonización rizosférica en diferentes cultivos agrícolas y potencial genómico y bioquímico. 

 

 

Específicos 

 

 Determinar el potencial genómico y bioquímico de Bacillus subtilis EA-CB0575 con 

relación a los mecanismos de promoción de crecimiento vegetal. 

 

 Evaluar el efecto de la inoculación de Bacillus subtilis EA-CB0575 en la promoción 

de crecimiento de cultivos de interés agrícola. 

 

 Determinar la capacidad de Bacillus subtilis EA-CB0575 para colonizar la rizósfera 

de cultivos de interés agrícola 

 

 Evaluar la capacidad de Bacillus subtilis EA-CB0575 para producir lipopéptidos en 

las raíces de los cultivos de interés agrícola a nivel in vitro. 

 

 Evaluar el efecto de la inoculación de Bacillus subtilis EA-CB0575 sobre la 

microbiota nativa de uno de los cultivos de interés agrícola. 
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1. Bacillus subtilis: microorganismo promotor 
de crecimiento vegetal. 
 

1.1 Resumen 

La agricultura del siglo XI debe enfrentar cambios que permitan una producción sostenible 

para suministrar alimentos a la población humana sin impactar negativamente los 

ecosistemas. Los métodos convencionales de producción generan problemas ambientales 

y de salud pública, y una alternativa a esta problemática es el uso de métodos biológicos 

como la aplicación de PGPR´s. Estos microorganismos mejoran el crecimiento y desarrollo 

de los cultivos impactando el ambiente en menor grado respecto a los agroquímicos 

convencionales. La bacteria Bacillus subtilis incluye cepas con este potencial, que pueden 

ser útiles en la agricultura y emplearse como principio activo de bioinoculantes; siendo los 

cultivos de importancia económica, como el banano y el tomate, un campo interesante de 

aplicación. Estos cultivos son muy demandantes de fertilizantes, y la aplicación de 

bioinoculantes es una alternativa a la reducción de agroquímicos y al mejoramiento del 

crecimiento vegetal. En esta revisión, se explora el papel de la rizósfera en la agricultura, el 

potencial de B.subtilis como promotor de crecimiento vegetal y sus generalidades como 

especie, se reporta el papel de los lipopéptidos (LPs), la formación de biopelícula y el 

Quorum Sensing (QS) en la colonización de B.subtilis en la rizósfera, y se enuncian los 

efectos que la aplicación de bioinoculantes puede generar sobre las poblaciones 

microbianas de cultivos de interés comercial; todo esto con el fin de brindar elementos para 

la comprensión de la interacción planta-PGPR´s. 

1.2 La rizósfera, un“hot-spot” de microorganismos 

El suelo es uno de los ecosistemas más ricos en la Tierra y su complejidad está determinada 

por interacciones físicas, químicas y biológicas las cuales se modulan por las condiciones 

del ambiente (Barea et al., 2005). Es un medio heterogéneo gobernado por gradientes de 

nutrientes y energía debido a la presencia de las raíces de las plantas, las cuales producen 

exudados que atraen diversas especies; generando cambios en las concentraciones de O2, 

CO2, H2O y en el pH del sistema (Knudsen & Dandurand, 2007). Numerosos estudios han 
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demostrado que los microorganismos del suelo interactúan con las raíces de las plantas y 

el sustrato con el fin de formar una interfase suelo-raíz (Kozyrovska et al., 1996; Lucy et al., 

2004), produciendo diferentes zonas de actividad microbiana denominadas: suelo, raíz, 

rizoplano y rizósfera. El suelo comprende el sustrato alejado de la planta, la raíz es la parte 

de la planta que se encuentra en el suelo con presencia de microorganismos endófitos y 

epífitos capaces de colonizar los tejidos externos e internos (Hallmann & Berg, 2006), el 

rizoplano comprende la superficie de la raíz, las partículas de suelo adheridas a ella y 

microorganismos anclados por medio de flagelos, fimbrias o polisacáridos superficiales 

(Mwajita et al., 2013); y finalmente está la rizósfera, zona aledaña a la raíz, fuertemente 

influenciada por la presencia de exudados radicales, con gran cantidad de microorganismos 

que aprovechan los nutrientes para su desarrollo. Esta rizósfera es la zona en la que se 

centra este trabajo debido a que es allí donde se presenta un “hot spot” microbiano debido 

a los rizodepósitos nutricionales y a la alta actividad metabólica presente (Mwajita et al., 

2013; Raaijmakers et al., 2009). Es complejo definir donde empieza la rizósfera y donde 

comienza el rizoplano, por lo que ambas zonas se definen como un espacio continuo de 

interacción planta-microorganismos.  

Las bacterias que habitan la rizósfera y el rizoplano pueden ejercer efectos positivos, 

neutros o deletéreos sobre el crecimiento y desarrollo de la planta. Los que ejercen un 

efecto positivo y que tienen la capacidad de colonizar competitivamente las raíces se 

denominan PGPR´s (Plant Growth Promoting Rhizobacterias), según la definición de 

Kloepper & Schroth, 1978. Este concepto se ha delimitado para las bacterias que poseen 

al menos dos de estas tres características: colonización agresiva de las raíces, estimulación 

del desarrollo de la planta y/o biocontrol. Existen dos tipos de PGPR´s: las ePGPR (PGPR 

extracelulares), entre ellas microorganismos de los géneros Azospirillum, Azotobacter, 

Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Pseudomonas, Serratia, entre otros, que se encuentran en 

la rizósfera, en el rizoplano, o en los espacios entre las células de la corteza radical; y su 

principal característica es que están en vida libre; y las iPGPR (PGPR intracelulares), las 

cuales se encuentran dentro de nódulos en la raíz y a las que pertenecen géneros como 

Frankia y la familia de las Rhizobiaceaes (Bhattacharyya & Jha, 2012).  

Los mecanismos de acción de estos microorganismos para mejorar el crecimiento y sanidad 

de los cultivos se concentran en dos grupos. El primero son los mecanismos directos de 

promoción, es decir, aquellos que estimulan la nutrición de la planta directamente, como la 
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producción de fitohormonas, la solubilización de minerales no disponibles en el suelo como 

fosfatos y hierro y la fijación de nitrógeno atmosférico. El segundo grupo se compone de los 

mecanismos de estimulación indirecta del crecimiento debdio a la supresión de patógenos, 

como la producción de antibióticos, la producción de enzimas líticas que atacan patógenos, 

la inducción de resistencia sistémica (ISR), la protección contra estrés biótico y abiótico y 

la competencia por nichos en la rizósfera (Grobelak et al., 2015). Adicionalmente, existen 

un grupo de mecanismos que pueden ser tanto directos como indirectos, como la 

producción de compuestos volátiles y de sideróforos; los cuales modulan el crecimiento de 

la planta pero también tienen efecto de biocontrol (Beneduzi et al., 2012). 

1.3 Bioinsumos con base en PGPR´s 

El creciente interés de los consumidores por productos naturales y/o orgánicos ha 

despertado un afán de diversos sectores de la economía para ofertar productos sostenibles, 

generando en el sector agrícola lo que se ha denominado “agricultura verde” y movilizando 

empresas de agroquímicos a la producción de opciones alternas a los fertilizantes y 

pesticidas convencionales (Singh et al., 2011). Fruto de esto se han generado inoculantes 

biológicos, que de acuerdo a su forma de acción se han clasificado en tres grupos: 

biofertilizantes, biopesticidas y bioestimulantes o fitoestimulantes (Chojnacka, 2015). Los 

biofertilizantes son aquellos productos con base en microorganismos con capacidad de 

promover el crecimiento vegetal debido a un aumento en la disponibilidad y toma de 

nutrientes por la planta. Los mecanismos de acción por los que las PGPR´s de estos 

productos actúan son básicamente la fijación biológica de nitrógeno y la solubilización de 

fosfatos (Vessey, 2003). Los biopesticidas están basados en microorganismos 

biocontroladores de enfermedades y su principio de acción es la producción de antibióticos, 

sideróforos, HCN, enzimas líticas o la generación de resistencia sistémica o adquirida para 

la planta (Deravel et al., 2014). Finalmente, los bioestimulantes ó fitoestimuladores son 

basados en microorganismos productores de fitohormonas que liberan estos compuestos 

en la rizosfera y pueden ser adsorbidos por la planta, generando mayor crecimiento (Calvo 

et al., 2014). Algunos de estos productos son comercializados actualmente bajo las 

siguientes denominaciones: Sonata® y Serenade® (Bayer Crop Science), Superzyme® 

biological growth factor 1-0-4 (Arbico Organics, USA), Bioshield-R® (Biostar, México), 

Biostart™ Rhizoboost (Bio-Cat Microbials, USA), HiStick® (Helena Chemicals, USA), 

Kodiak®, BioYield® y Yieldshield® (Gustafson LLC, USA), RhizoVital® (Agrichembio, 
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España), Rhizoplus® (ABiTEP GmbH, Alemania), RhizoPlex® (Novozymes, Dinamarca), la 

mayoría usan Bacillus sp. como principio activo y se han empleado en diversos cultivos, 

generalmente de ciclo corto (Borriss, 2011). En comparación con los agroquímicos, los 

productos con PGPR´s tienen varias ventajas: se consideran más seguros, presentan un 

daño ambiental reducido, un mínimo riesgo en la salud humana, actividad más dirigida, son 

efectivos en pequeñas cantidades, ellos mismos se reproducen pero son controlados por 

las interacciones con las poblaciones nativas y la planta, se degradan más rápidamente 

que los químicos, no desarrollan resistencia a patógenos debido a sus múltiples 

mecanismos de acción; y pueden emplearse en sistemas de manejo de cultivos 

convencionales o integrados (Berg, 2009). Sin embargo, entre sus desventajas se 

encuentran la sensibilidad de algunos de los microorganismos a las condiciones 

ambientales, su corto ciclo de vida en el suelo respecto a los productos convencionales y 

su eficacia inconsistente en condiciones de laboratorio, invernadero y campo. No obstante, 

la creciente investigación en el área brinda el conocimiento de los factores que afectan el 

funcionamiento de estos microorganismos con el fin de alcanzar la reproducibilidad en los 

ensayos (Labuschagne et al., 2011).  

El mercado de inoculantes biológicos se ha valorado en los últimos años alrededor de USD 

$440 millones, con una estimación de crecimiento anual cercana al 10%, y con 

proyecciones de USD $1295 millones para el 2020. Asia es el continente de mayor 

demanda, debido a las ayudas arancelarias que gobiernos como el de China e India han 

desarrollado para los productores agrícolas que empleen estos productos (Berg, 2009; 

Owen et al., 2015).  Especies como Pseudomonas fluorescens, B. thuringiensis y B.subtilis 

son los agentes biológicos de mayor comercialización (Berg, 2009).  

1.4 Género Bacillus, especie subtilis y su papel en la 
agricultura  

El género Bacillus fue nombrado por primera vez en 1872 por Ferdinand Cohn para incluir 

las bacterias en forma de bastones que crecían en filamentos. En 1876, Cohn y Koch de 

forma independiente, determinaron que las especies reconocidas en este género hasta 

entonces (B.subtilis y B. anthracis) podían formar una estructura que denominaron 

endospora bacteriana o espora, altamente resistente al calor y que sobrevivía a condiciones 

extremas de hidratación, sequía, calor, luz U.V., entre otros (Hardwood, 1989). Esta 
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estructura se forma en condiciones de estrés, cuando la actividad metabólica alterna 

realizada por el microorganismo con el fin de restablecer el crecimiento celular falla, y ni la 

inducción de quimióstasis, la producción de hidrolasas y antibióticos y la formación de 

biopelícula logran que la célula vegetativa se mantenga (Kunst et al., 1997; Tan & 

Ramamurthi, 2014). Entonces, comienza un proceso regulado por factores de transcripción, 

proteínas kinasas y moléculas señal, con el fin de formar dos células a partir de una célula 

binucleada, la célula madre y la espora, cada una con una copia del cromosoma bacteriano. 

La espora puede convertirse de nuevo en una célula vegetativa por medio del proceso de 

germinación, el cual ocurre cuando las condiciones son aptas para el desarrollo microbiano; 

cuando el estrés disminuye y las células encuentran nutrientes para su crecimiento 

poblacional y mantenimiento (Errington, 2003). 

Las bacterias del género Bacillus son anaerobias facultativas, bacilos Gram positivos y 

miembros del fillum Firmicutes. Se encuentran ampliamente distribuidas en suelo, aire, 

agua y están involucradas en transformaciones biológicas y químicas. Se consideran 

fábricas microbianas de moléculas bioactivas útiles para las industrias de enzimas, 

antibióticos, productos bioquímicos de alta gama (incluidos sabores y suplementos 

alimenticios), productos insecticidas y para la agricultura (Rooney et al., 2009). Su 

capacidad de formar esporas hace que sean promisorias para la elaboración de productos 

biotecnológicos, formulando el microorganismo como principio activo en su forma 

esporulada y reduciendo los cuidados con las células en las diferentes etapas del proceso; 

a su vez, esto mejora la logística de entrega del producto al consumidor final (Ongena & 

Jacques, 2008; Young et al., 1995). El rol principal de este género en la naturaleza parece 

relacionarse a los ciclos del carbono y nitrógeno, pero algunas especies son patógenos 

humanos y del ganado (B.anthracis y B. cereus) ó patógenos de insectos (B. thuringiensis). 

Sin embargo, la mayoría de sus especies no son patogénicas. Este género es muy diverso, 

comprende bacterias mótiles, no mótiles, organotróficas, litotróficas y con un amplio rango 

de fisiologías. Se han realizado diferentes estudios taxonómicos basados en el análisis del 

gen 16S rRNA con el fin de determinar las especies que lo componen, dividiéndolo en 

clusters, en los que se encuentran el cluster de B.subtilis y el cluster de B. cereus, cada uno 

dividido a su vez en especies muy diversas (Rooney et al., 2009). Estos microorganismos 

tienen la capacidad de formar biopelículas (Mielich-Suss & Lopez, 2015), las cuales son 

grupos de células embebidas en una matriz compuesta de exopolisacáridos (EPs), 

proteínas y en algunos casos DNA; generando arquitecturas multicelulares complejas 
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(Beauregard et al., 2013). Cuando las células enfrentan un cultivo constante en medio 

líquido a nivel de laboratorio, corren el riesgo de perder esta capacidad por un proceso 

conocido como “domesticación” (Vlamakis et al., 2013). La cepa B.subtilis 168 (Burkholder 

& Giles, 1947) es una cepa domesticada, la cual perdió  la capacidad de formación de 

biopelícula debido a mutaciones que se presentan en cultivos secuenciales y es la cepa de 

referencia para estudios en el tema, al compararse con cepas productoras de esta matriz 

(Zeigler et al., 2008).  

B.subtilis es una especie del género Bacillus, la cual pertence al cluster B.subtilis. Se 

considera un modelo en el trabajo con células Gram positivas (Kunst et al., 1997) y se 

encuentra principalmente en la rizósfera y raíces de plantas (Pandey & Palni, 1997). Tiene 

la capacidad de producir diferentes tipos de antibióticos (lantibióticos, lantibióticos inusales, 

péptidos producidos no ribosomalmente y antibióticos misceláneos), y entre un 4-5% de su 

genoma se emplea para la producción de estos compuestos (Stein, 2005). Recientes 

estudios taxonómicos han revelado que esta especie puede considerarse como un 

complejo de especies, debido a que las secuencias de 16S rRNA comparten similaridad de 

99% con cepas de B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavenis, B. tequilensis, B. 

vallismortis, B. velezensis, entre otras (Reva et al., 2004; Wang et al., 2008).  

1.5 B.subtilis especie productora de lipopéptidos (LPs) 

Los miembros del género Bacillus son considerados fábricas de compuestos bioactivos, 

muchos de ellos empleados en la defensa contra microorganismos, insectos y animales 

superiores, para transporte de metales, como hormonas sexuales, en la simbiosis con las 

plantas, ó como factores de diferenciación (Chaabouni et al., 2012; Ongena & Jacques, 

2008). Dentro de estos compuestos, los LPs han logrado especial atención debido a su 

capacidad de actuar como agentes antimicrobianos, inmunosupresores y citotóxicos 

(Raaijmakers et al., 2010). Estos metabolitos están compuestos químicamente por una cola 

lipídica unida a un oligopéptido cíclico. Pueden ser producidos por diversos géneros 

bacterianos por medio de complejos de megaenzimas denominadas sintetasas de péptidos 

no ribosomales (NRPS´s), las cuales son módulos proteicos que reconocen, activan, 

modifican y enlazan los aminoácidos intermedios para la producción del péptido 

(Roongsawang et al., 2010). Existe una gran diversidad estructural de LPs debido a las 

diferencias en la longitud y composición de la fracción lipídica y del número y tipo de 
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aminoácidos en la cadena peptídica (Raaijmakers et al., 2010). Se conoce que los LPs 

producidos por B.subtilis se distribuyen en cinco familias: iturinas, fengicinas, surfactinas, 

kurstakinas y locilomicinas, cada una con variantes en los péptidos presentes y/o 

diferencias en la longitud e isomería de las cadenas de ácidos grasos (Bechet et al., 2012; 

Luo et al., 2015). 

Las iturinas comprenden los LPs compuestos por un heptapéptido unido a una cadena de 

ácido graso hidroxi con una longitud de 14 a 17 carbonos. Esta familia incluye las 

isoformas de iturina A, C, D, y E; las bacilomicinas (D, F y L) y la micosubtilina. Son 

compuestos altamente hemolíticos y actúan principalmente contra hongos (Besson et al., 

1976; Ongena & Jacques, 2008). Las fengicinas, por su parte son decapéptidos con un 

anillo lactona interno en la fracción peptídica y una cadena de -hidroxi ácidos grados de 

14 a 18 carbonos que pueden ser saturados o insaturados. Son activas contra hongos 

filamentosos especialmente, pero menos hemolíticas que las otras familias de LPs de 

Bacillus (Ongena & Jacques, 2008). El grupo de las surfactinas, está compuesto por 

heptapéptidos unidos a una cadena de ácido graso -hidroxy de 13 a 15 carbonos y con 

una estructura cíclica conformada por un anillo lactona entre la región del β-hidroxi del ácido 

graso y el C-terminal de la parte peptídica. Dentro del grupo de las surfactinas se 

encuentran la esperina, lichenisina, pumilacidina y las surfactinas. Estos metabolitos 

presentan una alta actividad biológica, llegando a ser protagonistas en procesos de 

biocontrol de patógenos en la rizósfera (Bóka et al., 2016). Por su parte, las kurstakinas son 

una familia de cuatro heptalipopéptidos cíclicos que difieren sólo en sus cadenas de ácidos 

grasos, y cuya estructura es muy similar a la de otras familias de LPs. Se caracterizan por 

un enlace lactona interno entre el C terminal y un residuo de serina, además se diferencia 

de otros LPs por la presencia de un residuo histidina. Estos compuestos tienen una alta 

actividad antifúngica (Abderrahmani et al., 2011). La última familia, las locilomicinas, tienen 

una secuencia de nonapéptidos y son macrociclados, además poseen una cadena de 

ácidos grasos de 11-13 carbonos. Son moléculas activas contra bacterias y virus y tienen 

baja actividad hemolítica. La gran diferencia de esta familia de LPs con las otras es que su 

forma de producción no es lineal, a pesar de que si son ensambladas por NRPS´s (Luo et 

al., 2015).  
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1.6 La colonización de la rizósfera por B.subtilis 

El efecto benéfico que bacterias del tipo PGPR ejercen sobre los cultivos puede verse 

limitado debido a una pobre colonización de la raíz. Para colonizar los diferentes hábitats, 

estos microorganismos emplean mecanismos de desplazamiento como “swarming” 

(deslizamiento de grupos de bacterias en forma de película por medio de flagelos), 

“swimming” (desplazamiento de bacterias individuales por flagelos en medio semisólido), 

“twitching” (movimiento por contracción de pilis bacterianos), “gliding” (deslizamiento sin 

ayuda de apéndices) y “sliding” (extensión sobre una superficie usando compuestos 

tensoactivos), los cuales dirigen las bacterias a rizodepósitos de nutrientes (Kearns, 2010). 

Diferentes evaluaciones empleando mutantes con genes de movilidad alterados o sin 

flagelos, han determinado que la pérdida en la capacidad de movimiento está relacionada 

con el detrimento en la capacidad de colonizar diferentes nichos (Gao et al., 2016). Además 

de los mecanismos de movimiento bacteriano, la presencia de compuestos como los LPs 

se ha relacionado con la colonización bacteriana debido a la reducción de la tensión 

superficial en el medio, lo que facilita el transporte de los microorganismos (Aleti et al., 

2016). A su vez, estos compuestos también se han relacionado con la formación de 

biopelículas bacterianas y con la comunicación bacteriana (Quorum Sensing) (Bais et al., 

2004). La relación entre movilidad bacteriana-producción de lipopéptidos-comunicación 

celular y formación de biopelícula parece presentar información clave para dilucidar la 

colonización de superficies por microorganismos de la especie B.subtilis (López et al., 2009; 

Oslizlo et al., 2014).  

1.6.1 Formación de biopelículas y colonización de la rizósfera 

Las biopelículas microbianas están conformadas por células mótiles, no mótiles y esporas, 

las cuales se encuentran embebidas en una matriz de proteínas, exopolisacáridos (EPs) y 

DNA, producida por las mismas células (Branda et al., 2006). Los EPs generan gradientes 

de presión osmótica en la superficie, que permiten a los microorganismos extenderse y 

adquirir nutrientes, mientras que la parte proteica está conformada por las proteínas TasA 

y BslA las cuales polimerizan las fibras amiloides y se encargan de la hidrofobicidad de la 

superficie respectivamente (Vlamakis et al., 2013). La producción de EPs es regulada por 

el operón epsA-O, la producción de las proteínas la regula el operón tapA-sipW-tasA, y el 

gen bslA codifica la generación de la película. Estos operones son regulados por el represor 
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SinR y el antirepresor SinI, este último activado por la proteína reguladora maestra Spo0A, 

la cual tiene una gran importancia en la expresión de más de 500 genes, algunos de ellos 

relacionados con procesos como la esporulación de microorganismos y formación de 

biopelícula. Spo0A desencadena una cascada de señalización por medio de su 

fosforilización, la cual es controlada por cinco histidin- kinasas (KinA-KinE) y algunas 

fosfatasas, en respuesta a señales del ambiente (Beauregard et al., 2013; Stephenson & 

Perego, 2002). La concentración de Spo0A-P determina la expresión génica de la célula, 

niveles intermedios de la proteína inducen la expresión de la matriz de la biopelícula y 

niveles altos desencadenan la esporulación de las células. Para la activación de la 

expresión de la matríz de biopelícula se pueden presentar varias rutas, las cuales se 

presentan en la Figura 1-1. 

La primera es la subred I, en la que Spo0A se fosforila con ayuda de las kinasas A, B, C y 

D. La fosforilación comienza en Spo0F, pasando el fosfato a Spo0B y de ahí a Spo0A, quien 

controla la actividad del regulador maestro SinR. Este tiene la capacidad de reprimir los 

operones eps y TapA-sipW-tasA, pero cuando se expresa SinI, se bloquea la actividad de 

SinR, haciéndolo incapaz de unirse al DNA. Spo0A también reprime a AbrB, un represor de 

genes de producción de biopelícula, el cual a su vez reprime los operones involucrados en 

el proceso de la formación de BslA y las proteínas reguladoras SlrR y Abh. La proteína SlrR 

es esencial debido a que forma un complejo SinR-SlrR y dirige a SinR lejos de la ruta para 

que no reprima los operones del proceso de biopelícula, y el complejo SlrR-SinR forma un 

interruptor que produce dos posibles estados del sistema: Uno en el cual los niveles de SlrR 

son bajos, esto ocurre cuando las células están individualmente organizadas y son mótiles; 

o un estado donde los niveles de SlrR son altos, cuando las células se organizan en 

cadenas o producen la matriz. Este interruptor es controlado por SinI, a su vez controlado 

por Spo0A. Al inhibirse SinR se permite la derepresión de slrR, alcanzando la acumulación 

de SlrR y produciendo la biopelícula; pero a niveles de SlrR bajos no hay formación de la 

matriz.  

La segunda subred comprende a YwcC y SlrA. Esta última es paráloga de SinI, 

antireprimiendo a SinR. El gen slrA es reprimido por YwcC y cuando recibe algunas señales 

de estrés, slrA se dereprime y se inducen los genes de formación de biopelícula. Esta ruta 

tiende a activarse como protección de las células. En la ruta III, la transcripción de slrR es 

activada indirectamente por la proteína reguladora Abh. El gen abh es reprimido a si mismo 
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por AbrB y su transcripción es regulada por factores-que a su vez se activan con estímulos 

externos. Esta ruta provee a Spo0A mecanismos indirectos para respuestas a condiciones 

externas.  La última ruta, la subred IV, codifica los genes bslA y del operón pgs (para síntesis 

de PGA- poly-β-1,6-N-acetyl-D-glucosamina) y comprenden el sistema de dos 

componentes denominado DegS-DegU. En este sistema DegS actúa como la histidin-

kinasa que fosforila a DegU y este a su vez es un regulador de procesos celulares como la 

motilidad (Vlamakis et al., 2013).  

Figura 1-1. Esquema simplificado de la ruta regulatoria que controla la formación de 
biopelícula en B.subtilis (Vlamakis et al., 2013).  

 

Las líneas azules y grises oscuras indican la regulación transcripcional. Líneas grises claras indican 
interacciones entre proteínas. Líneas sólidas indican regulación directa y líneas intermitentes indican 
regulación indirecta.  

Adicionalmente se conoce que señales moleculares como la presencia de surfactina, el 

fungicida nistatina, el antibiótico valinomicina, moléculas pequeñas como ácido málico y las 

toxinas del proceso de canibalismo de bacterias del género Bacillus, como SkfA ó SdpC, 

son activadores de estas rutas de señalización (Vlamakis et al., 2013). La producción de 

biopelícula se ha visto directamente relacionada con la capacidad de diferentes cepas de 

Bacillus para colonizar raíces, no sólo a nivel de laboratorio sino también in vivo (Zhang et 

al., 2015). Varios estudios realizados muestran que al mutar los genes implicados en la 

formación de biopelículas, se reduce o se pierde por completo la colonización del 

microorganismo evaluado en la rizósfera (Bais et al., 2004; Zhou et al., 2016).  
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1.6.2 Los LPs, su relación con la formación de biopelícula y la 
colonización de la rizósfera 

Las surfactinas poseen la capacidad de intervenir en los procesos de colonización por parte 

de PGPR´s en la raíz (Bais et al., 2004) y ayudan a la motilidad de las células favoreciendo 

el deslizamiento de los microorganismos en sus nichos (Kearns et al., 2004); 

adicionalmente, se sabe que estos compuestos son percibidos por las células vegetales y 

pueden mediar en la activación de defensa de la planta, por lo que se han incluido dentro 

del grupo de los MAMPs (“Microbe Associated Molecular Patterns”) junto con LPs como la 

micosubtilinas y fengicinas (Chandler et al., 2015). Además, pueden elicitar resistencia 

sistémica y permiten hacer un “priming” en la planta, para cuando los patógenos lleguen 

estar preparados para contraponerse a la infección (Nihorimbere et al., 2012). En la 

rizósfera, las concentraciones que se detectan de estos compuestos son bajas y difíciles 

de cuantificar debido a la absorción de metabolitos en las partículas del suelo, motivo por 

el cual muchos de los trabajos para detección del compuesto en rizósfera se realizan en 

hidroponía o medio de cultivo sintético (Pertot et al., 2013).  

La producción de surfactinas se regula en B.subtilis por un mecanismo de respuesta a la 

densidad celular controlado por el péptido ComX o el factor de competencia y esporulación 

(CFS) (Jung et al., 2012). Estos péptidos, se secretan hacia afuera de la célula y tienen la 

capacidad de activar la histidin-kinasa ComP, que a su vez fosforila el factor transcripcional 

ComA y produce la transcripción de un “regulon” que incluye el operón srf, responsable de 

la producción de la surfactina. Esta surfactina activa de forma indirecta el grupo de kinasas 

A, B, C y D; y específicamente a la histidin-kinasa KinC, la cual fosforila el regulador maestro 

Spo0A y activa la producción de biopelícula por la vía SinI-SinR (Bloom-Ackermann et al., 

2016; López et al., 2009). En este punto el proceso de producción de biopelícula y el 

proceso de producción surfactina convergen (Figura 1-2). 

Estudios empleando B.subtilis 6051 como biocontrolador del patógeno Pseudomonas 

syringae pv. tomato DC3000, demostraron que  la eficiencia del biocontrol estaba 

relacionada con la presencia de biopelícula en zonas diferenciales de la raíz y por la 

producción de surfactina. Este trabajo sentó las bases para la relación entre la producción 

de LPs y la colonización radicular de PGPR´s (Bais et al., 2004). Desde entonces se 

determinó que el proceso de QS en bacterias está directamente relacionado con procesos 
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de formación de biopelícula, de LPs y de adherencia de microorganismos a las raíces 

(Oslizlo et al., 2015).  

Figura 1-2. Señalización para producción de surfactina y biopelícula (Bloom-Ackermann et 
al., 2016). 

 

Los cuadros rojos corresponden a proteínas relacionadas al proceso de producción de surfactina, flechas 
grises a los genes del operón srf, rombos grises son las moléculas de surfactina, cuadros y elipses azul 
oscuras son las proteínas de la ruta de formación de biopelícula, las flechas azul claras son los genes del 
operón para producción de biopelícula. Se presentan elipses verde-azules para las enzimas y proteínas 
relacionadas con esporulación y las flechas azules oscuras son los operones relacionados a la 
esporulación. 

1.6.3 Quorum Sensing y la colonización 

La comunicación celular bacteriana o QS es un proceso en el que se producen y emplean 

moléculas señal denominadas autoinductores, los cuales generan respuestas dependientes 

de la concentración. Las bacterias detectan la acumulación de los autoinductores y al llegar 

al umbral requerido, alteran la expresión de genes y su comportamiento (Waters & Bassler, 

2005). Moléculas como fumarato, citrato, malato, polisacáridos de las plantas, LPs como 

las surfactinas o fengicinas, feromonas como ComX, entre otros, son algunos 

autoinductores (Beauregard, 2015). Esta señalización controla procesos como la 

producción de biopelículas, motilidad, entre otros (Oslizlo et al., 2014; Rai et al., 2015). Las 

bacterias que se encuentran en la rizósfera de las plantas pueden emplear el QS para 

modular las interacciones con las plantas, incluyendo la liberación de toxinas o de 

antibióticos. Algunos de los inductores cambian entre géneros y aún entre especies, y se 

conoce que compuestos como las AHLs (Acil Homoserin Lactonas) son moléculas 
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autoinductoras de proteobacterias, las gama-butirolactonas de especies de Streptomyces, 

el ácido cis-11-metil 2-dodecanóico (DSF) en especies de Xanthomonas, Xyllela y géneros 

cercanos, y algunos oligopéptidos juegan este rol en bacterias Gram positivas, 

adicionalmente, algunas de ellas se relacionan con la colonización de la planta (Bloom-

Ackermann et al., 2016). De manera similar a los mecanismos por los cuales bacterias Gram 

negativas emplean proteínas LuxI y LuxR en su sistema de QS (Nunes-Halldorson & Duran, 

2003), los organismos Gram positivos tienen moléculas señal que son detectadas por 

sensores. Este proceso en B.subtilis emplea dos autoinductores principales: ComX, el cual 

es procesado y secretado por ComQ, detectado por ComP (un sensor de histidin-kinasa) y 

unido a este último, donde se fosforila y luego transfiere el fosfato a ComA, quien regula la 

transcripción de muchos de los genes que codifican factores requeridos en la competencia 

(Ver Figura 1-2 cadena de señalización en rojo); y el CSF, otro oligopéptido, el cual es 

codificado por phrC, y que es secretado por medio del sistema secretor celular y 

posteriormente liberado al medio. Este oligopéptido es tomado por el péptido transportador 

Opp y llevado al citoplasma.  Allí se une a una proteína denominada RapC e interrumpe la 

unión de RapC a ComA. Si RapC se une a ComA se inhibe el desarrollo de competencia, 

pero al no permitir esta unión, CSF promueve la competencia celular. A altas 

concentraciones, CSF inhibe la ruta de señalización de ComP-ComA y favorece el proceso 

de esporulación. 

Figura 1-3.Quorum Sensing de B.subtilis para la competencia ó el proceso de esporulación 
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1.6.4 La producción de exudados por la planta y su relación con la 
colonización de B.subtilis 

Las plantas liberan al suelo en forma de exudados radicales entre un 10-44% del carbono 

que han tomado para sus funciones metabólicas. Estos exudados pueden ser aminoácidos 

(ácido glutámico, ácido aspártico, leucina, isoleucina, lisina, etc.), ácidos orgánicos 

(especialmente ácido cítrico, málico, succínico, entre otros) y azúcares (xilosa, glucosa, 

principalmente); atrayendo hacia la raíz muchos microorganismos y generando 

rizodepósitos con una concentración bacteriana entre 10 a 1000 veces mayor que en el 

suelo (Lugtenberg & Kamilova, 2009). En estos rizodepósitos las bacterias reciben 

nutrientes y se desarrollan, generando interacciones con la planta, además en ellos se 

encuentran exudados radicales que juegan un rol importante en la comunicación entre la 

planta y la bacteria, atrayendo o repeliendo microorganismos hacia la raíz (Bais et al., 2004). 

Los ácidos orgánicos enunciados son algunos de los exudados que generan un 

comportamiento quimiotáxico con las bacterias de la rizósfera, pero se ha determinado que 

el tipo de compuesto exudado es dependiente de la especie vegetal, por lo que existe una 

selección de la microbiota de la raíz de acuerdo a los exudados producidos (Zhang et al., 

2014).  

La quimiotaxis permite la atracción de los microorganismos a la raíz, posteriormente se da 

el proceso de adherencia a la raíz, empleando mecanismos como las biopelículas 

(Rudrappa et al., 2008a). Sin embargo, estas biopelículas no se producen en toda la 

longitud de la raíz sino que dependen de la secreción de compuestos orgánicos, la cual 

fluctúa a lo largo de esta, presentando una distribución heterogénea de los 

microorganismos. Estudios realizados por Rudrappa et al., 2008b empleando la PGPR 

B.subtilis FB17, se presenta la colonización diferencial de las raíces de Arabidopsis thaliana 

por medio de la producción de biopelículas heterogéneas, con diferencias marcadas entre 

la punta y las zonas de mayor madurez de la raíz. En estos estudios se determinó también 

que A. thaliana exuda al medio señales químicas específicas con el fin de atraer 

microorganismos benéficos a la raíz y favorecer su adherencia y formación de biopelícula. 

Además se determinó que al infectar las plantas con Pseudomona syringae pv. tomato 

DC3000 se secreta ácido málico en las raíces, generando una comunicación quimiotáxica 

con el microorganismo benéfico; atrayéndolo a la rizósfera.  
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1.7 Efecto de la aplicación de B.subtilis como inoculante 
biológico en diferentes cultivos 

Los impactos ecológicos que la aplicación de PGPR´s en planta pueden generar en las 

poblaciones nativas de la rizósfera no han sido bien estudiados, y los reportes muestran 

contradicciones en sus resultados debido a diferencias en las técnicas empleadas (Trabelsi 

& Mhamdi, 2013). Por esto, se deben esclarecer resultados y evaluar el riesgo ambiental 

asociado a la introducción de organismos foráneos a los sistemas de producción agrícola. 

Si bien se conoce que los efectos negativos de estos microorganismos son menores que 

los generados por la aplicación de compuestos químicos (Berg, 2009), pueden existir 

riesgos ecológicos asociados a estas inoculaciones. Diferentes investigaciones han 

determinado el efecto de la aplicación de PGPR´s sobre comunidades nativas del suelo y 

la rizósfera (Choudhary & Johri, 2009; Felici et al., 2008; Piromyou et al., 2011) y se ha 

encontrado que el efecto de las PGPR puede variar dependiendo de la microbiota presente 

en los sustratos, y que la inoculación puede generar cambios en los patrones de distribución 

de poblaciones rizosféricas; aportando a la falta de reproducibilidad en los resultados 

debido a las interacciones que pueden presentarse entre las cepas aplicadas con los 

microorganismos nativos y/o con condiciones abióticas (Buddrus-Schiemann et al., 2010). 

Las técnicas empleadas para evaluar el efecto sobre estas poblaciones comprenden 

técnicas clásicas de cultivo en superficie a nivel de laboratorio (Kokalis-Burelle et al., 2006), 

uso de T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) (Chowdhury et al., 

2013), empleo de  PCR-DGGE (Reacción en cadena de la polimerasa) y posterior 

electroforesis en gel con agente desnaturalizante (de-Bashan et al., 2010),  PCR´s simples 

(Piromyou et al., 2011), qPCR (Babic et al., 2008) y técnicas de nueva generación como el 

uso de la metagenómica (Krober et al., 2014), pero el complemento entre las técnicas podría 

dilucidar la respuesta a la interacción de PGPR´s con otros microorganismos presentes en 

la rizósfera. 
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2. Potencial bioquímico y genómico de B. 
subtilis EA-CB0575 asociado a mecanismos de 
promoción de crecimiento vegetal 

2.1 Resumen 

La cepa Bacillus subtilis EA-CB0575, aislada de la rizósfera de banano (Musa AAA) 

variedad Valery, es potencial PGPR y podría ser principio activo de productos 

bioinoculantes. En este capítulo se presenta la secuenciación, ensamble y anotación de 

genes en su genoma, para determinar el potencial genómico asociado a los mecanismos 

de promoción de crecimiento vegetal. Los genes o predicciones metabólicas obtenidas se 

relacionaron con el potencial bioquímico in vitro y con la promoción de crecimiento a nivel 

de invernadero in planta. La secuencia del genoma de B. subtilis EA-CB0575 se obtuvo por 

el método Ilumina y se ensambló empleando el software Velvet 1.2.10, obteniendo un 

genoma de 4,09 Mb con 4332 genes, algunos de ellos relacionados con la capacidad de 

promoción de crecimiento vegetal y secuencias de genes homólogos a la biosíntesis de 

compuestos antibióticos tipo LPs de las familia surfactinas y fengicinas. Se comprobó la 

producción in vitro de índoles totales, sideróforos, surfactinas, fengicinas, la capacidad de 

solubilización de roca fosfórica y la posible fijación de nitrógeno mediante pruebas 

bioquímicas in vitro. Se realizó un análisis filogenético del genoma completo empleando 31 

genomas de la especie reportados y se determinó que el microorganismo pertenece al clado 

de B. subtlis subespecie subtilis.  Finalmente, se encontró que el microorganismo promueve 

el crecimiento de plantas de tomate (Lycopersicon sculentum) variedad Chonto-Santa Cruz, 

alcanzando un aumento significativo de peso seco total (PST) entre el 25,4 y 34,6% en las 

plantas inoculadas respecto a plantas control. Estos resultados sugieren que B. subtilis EA-

CB0575 posee un potencial alto para ser usado en aplicaciones agrícolas y brindan un 

punto de partida que permitirá dilucidar algunos de los mecanismos de acción descritos 

como rasgos PGPR. 

2.2 Introducción 

Miembros de los géneros Azospirillum, Azotobacter, Bacillus, Pseudomonas, entre otros, 

han sido empleados para el desarrollo de insumos aplicados a cultivos de interés 
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económico (Kumar et al., 2011). Algunas cepas de estos géneros tienen una relación 

simbiótica con las plantas y promueven su crecimiento por mecanismos como producción 

de fitohormonas, mejoramiento en la toma de nutrientes, producción de antibióticos, ISR ó 

competencia por nicho o sustrato (Glick, 2012), por lo que se denominan PGPR´s (Plant 

Growth Promoting Rhizobacterias) y podrían emplearse como principio activo de 

inoculantes agrícolas (Grobelak et al., 2015). Múltiples cepas de la especie B.subtilis se han 

reportado como bioestimulantes y biocontroladoras, generando interacciones positivas con 

las plantas y mejorando la productividad del cultivo (Kumar et al., 2011). Características de 

la especie como la resistencia a las condiciones de estrés debido a la formación de esporas, 

el amplio espectro de metabolitos que produce y su naturaleza ubicua, hacen de ella una 

especie bacteriana promisoria para la generación de productos biotecnológicos (Toyota, 

2015).  

 

B. subtilis es una de las especies bacterianas de mayor estudio a nivel morfológico, 

fisiológico y genómico, su cepa tipo es B. subtilis Marburg 168, aislada después de la 

mutación de B.subtilis ATCC6051 con rayos X, y hoy en día es una cepa domesticada en 

laboratorio y empleada para investigaciones en diferentes áreas (Earl et al., 2008). Su 

genoma fue el primero en secuenciarse para la especie, en 1997, luego de 10 años de 

trabajo entre 35 laboratorios del mundo (Kunst et al., 1997; Moszer, 1998) y los resultados 

de esta secuenciación han brindado información sobre la esporulación, germinación, 

nutrición y desarrollo de la especie. A partir de este trabajo se determinó que la cepa posee 

un genoma de 4,2 Mb, 4100 genes que codifican proteínas, de los cuales el 53% tienen una 

única copia y una cuarta parte del genoma corresponde a genes duplicados, cerca del 4% 

de su genoma está compuesto por genes que codifican la producción de metabolitos 

secundarios como antibióticos y moléculas derivadas y otro 4% de estos genes se emplean 

para procesos como la esporulación y la germinación. Adicionalmente, se encontró la 

presencia de profagos o remanentes de profagos, que brindan indicios del proceso evolutivo 

de estos microorganismos, y una gran porción de sus genes se relacionan con el 

metabolismo de carbono, incluyendo moléculas derivadas de las plantas (Earl et al., 2008; 

Kunst et al., 1997).  

La evaluación del genoma de la cepa ha permitido tener precisión en la sistemática del 

género y conocer las adaptaciones de este taxón en su hábitat natural (Wipat & Harwood, 

1999) y hoy en día existen diversos reportes de secuenciaciones de genomas para cepas 
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de Bacillus como BEST 195 (Nishito et al., 2010); WN724, WN715 y WN716 (Brown et al., 

2011); W23 (Zeigler et al., 2008); JH642, AG1839 (Smith et al., 2014); BsD-2 (Li et al., 

2016); además de realizar genómica comparativa y determinar la diversidad genómica de 

la especie. Sumado a la disponibilidad de genomas, los avances de la bioinformática, el 

acceso a programas “open source” y la existencia de bases de datos públicas; han brindado 

la posibilidad de avanzar en áreas como la filogenética molecular, el desarrollo de 

marcadores moleculares y genes reporteros, detección de genes de interés, desarrollo de 

métodos de detección in situ; y en general, desde procesos diagnósticos hasta análisis 

transcriptómicos (Delseny et al., 2010; Vincent et al., 2016).  

Hasta hace unos pocos años, estos genomas se secuenciaban empleando métodos 

clásicos como Sanger. Sin embargo, limitaciones en la cantidad de bases secuenciadas por 

tiempo, su precisión y costo, hicieron que se desarrollaran métodos avanzados 

denominados de nueva generación (NGS, por sus siglas en inglés), con mejoras en el 

rendimiento y reducción de costo por base (Lin et al., 2012). Entre ellos se destacan el 

método Illumina (con los equipos Miseq y Hiseq), Ion Torrent systems (pirosecuenciación 

454 de Roche®), SOLiD de Applied Biosystems®, PacBio de Pacific Biosystems y Oxford 

Nanopore (Min Ion system); que emplean secuenciaciones en paralelo para producir gran 

cantidad de información por corrida y dilucidar genomas de gran tamaño (Ansorge, 2016; 

Logares et al., 2012). Una vez secuenciadas, las lecturas obtenidas por alguno de estos 

métodos, se ensamblan y se ordenan, empleando programas computacionales como Velvet 

1.2.10 (Zerbino & Birney, 2008), SOAP de novo 2.04 (Luo et al., 2012) ó Mira 3.4 (Chevreux, 

2007) empleando algoritmos de grafos y un genoma completo de la misma especie como 

referencia, ó de novo es decir, sin referencia (Vincent et al., 2016). Posteriormente, es 

posible predecir los genes presentes usando anotadores, como el RAST, Artemis, ERGO, 

entre otros (Siezen & Van Hijum, 2010); y usando los genes ortólogos entre especies se 

pueden realizar comparaciones filogenéticas con otros genomas de interés (Ivanova et al., 

2003). 

Esta estrategia permite determinar el potencial genómico de las cepas, ver diferencias con 

genomas de la misma especie o especies alejadas; y enriquecer el conocimiento científico 

sobre procesos bioquímicos y microbiológicos de los organismos de interés. Se han 

reportado trabajos donde se presenta el genoma total de cepas con potencial PGPR y se 

presenta la evaluación de potencial genómico y bioquímico de estos microorganismos, 



Capítulo 2 45

 

  

encontrando cepas que podrían ser el principio activo de productos inoculantes para la 

agricultura (Majeed et al., 2015; Gupta et al., 2014).   

En este capítulo se presenta el secuenciación, ensamble, y caracterización del genoma de 

B.subtilis EACB0575, microorganismo aislado de un cultivo comercial de Musa AAA en 

Urabá, Antioquia, Colombia (Ramírez C, 2012) y que en estudios previos presentó potencial  

promotor de crecimiento en cultivos de banano, maíz y crisantemo (Cuellar & Posada U., 

2013). Se determinaron los genes homólogos asociados a la biosíntesis de compuestos 

implicados en los mecanismos de promoción de crecimiento vegetal y se evaluaron los 

rasgos bioquímicos relacionados a estas características a nivel in vitro. Además se 

determinó el potencial promotor de la cepa a nivel de invernadero en tomate, como punto 

de partida para relacionar el potencial genómico y bioquímico encontrado con la actividad 

del microorganismo in planta.  

2.3 Metodología 

2.3.1 Microorganismos y condiciones de cultivo 

La cepa B.subtilis EA-CB0575 fue aislada de la rizósfera de banano cv. Valery (Musa AAA) 

en Urabá, Antioquia, Colombia (Nororiente de 07°51'58.6"N, -76°37'39"W) en 2009 

(Ramírez C., 2012) y se identificó por la secuenciación del gen 16s rDNA (No Accesión 

KC170988). Se caracterizó morfológicamente y se almacenó a -80°C usando caldo 

tripticasa de soya (TSB, 105459, Merck) suplementado con glicerol (20% v/v) y se registró 

en la Colección de bacterias aisladas de Musa # 191 del Instituto Alexander Von Humbolt, 

Bogotá Colombia bajo el nombre Bacillus subtilis EA-CB0575. Es un Bacilo Gram positivo 

(1,85 ± 0,31 m), formador de espora central (0,72 ± 0,15 m), con colonias irregulares, de 

borde entero, elevación crateriforme, rugosa mate y de color blanco-crema en medio TSA 

x 0,5 (105458, Merck). Para las pruebas bioquímicas y evaluaciones in planta realizadas se 

evaluaron además las cepas B.subtilis 168 y B. amyloliquefaciens FZB42, facilitadas por el 

Dr. Camilo Ramírez de la Universidad de Antioquia y el Dr. Rainer Borriss de ABiTEP GmbH 

ABI, Alemania. 
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2.3.2 Identificación del microorganismo de estudio  

El DNA de B. subtilis EA-CB0575 fue obtenido de un cultivo del microorganismo en medio 

TSB empleando el Kit de extracción Ultraclean Microbial DNA isolation Mobio (Mobio, 

12224) y se empleó para la amplificación del gen 16S rDNA usando los primers 8F (5'-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') (Weisburg et 

al., 1991). Para la PCR se emplearon 0,02 U de Taq Polimerasa Thermo Scientic 5U/mL 

EP0402; 0,2 mM de cada primer; 0,2 mM de un mix de dNTP's; 1,5 nM de MgCl2; 1X del 

buffer de la Taq y 1 L de DNA. El volumen de la reacción de ajustó a 50 L empleando 

agua ultrapura libre de DNAsas (Amresco, E479). Se empleó una temperatura de 

alineamiento de 60°C (20 s), una desnaturalización inicial a 94°C (3 min), 30 ciclos de 

amplificación con desnaturalización a 94°C (30 s) alineamiento 20 s y extensión a 72°C (90 

s), seguida por una extensión final a 72°C (5 min). Los productos de la PCR fueron 

evaluados por medición en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) y por prueba de integridad 

en gel de agarosa al 1%. Las muestras amplificadas fueron secuenciadas por el método 

Sanger, empleando la pareja de primers 8F y 907R (5´-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3´). 

Una vez obtenida la información de la secuenciación, fue evaluada con los programas 

BioEdit v.7.2.5 y Mega 6.0 con el fin de determinar la identidad de los DNA amplificados.  

2.3.3 Secuenciación y anotación del genoma 

El DNA genómico de B.subtilis EA-CB0575 fue obtenido de un cultivo líquido en TSB con 

12 h de desarrollo (fase exponencial de crecimiento) y extraído empleando el Kit Ultraclean 

Microbial DNA isolation Mobio según condiciones enunciadas por el proveedor. La calidad 

del DNA se verificó por medio de una electroforesis en gel de agarosa 1%, empleando 3 L 

de DNA y 1 L de una mezcla de SYBR Gold (S11494, Life Technologies) y buffer de carga 

(R0611, Thermoscientific) como intercalante, además se midió la concentración del DNA y 

la relación 260/280 empleando NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™). El genoma de 

B.subtilis EA-CB0575 fue secuenciado empleando el sistema Illumina HiSeq 2000, por el 

método paired-end con reads de 100 nt y tamaño promedio de inserto de 265 pb. La calidad 

de los archivos de datos FASTQ, resultantes del secuenciación, se verificó con el software 

FastQC (Andrews, 2010). Las lecturas se depuraron con el fin de cortar secciones de baja 

calidad por medio del software Trimmomatic versión 0.35 (Bolger et al., 2014) con los 

parámetros SLIDINGWINDOW:10:20 LEADING:20 TRAILING:20 MINLEN:80. El ensamble 
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del genoma se realizó con el software Velvet versión 1.2.10 (Zerbino & Birney, 2008) 

variando el valor del k-mer hasta obtener el ensamble con menor fragmentación (k-mer=95). 

Se determinaron las diferentes estadísticas del ensamble: longitud total de genoma (pb), 

N50, N90, tiempo de corrida (min), número de clusters y tamaño medio del cluster (pb), con 

el fin de seleccionar el mejor ensamble posible, y una vez obtenido, se descartaron los 

clusters con una longitud menor a 1 Kpb y se recalcularon las estadísticas. Posteriormente, 

se procedió a la predicción del ORI (Origen de replicación) del conting 1 empleando el 

software OriFinder (Gao & Zhang, 2008) y se empleó el software RAST (Aziz et al., 2008) 

para determinar ORF´s (Open Reading Frames) y el orden de los contings. En esta etapa 

del proceso se emplearon el alineador ProgressiveMauve (Darling et al., 2010) y el software 

de búsqueda de homología Murasaki (Popendorf et al., 2010). Se empleó el B.subtilis 168 

como cepa de referencia. Una vez ensamblado el genoma se realizó la predicción y 

anotación de genes presentes empleando el RAST (http://rast.nmpdr.org/). Con el 

ensamble ordenado se procedió a la representación circular del genoma empleando el 

software CIRCOS 0,66 (Krzywinski et al., 2009) y se realizó el análisis de las secciones 

terminales de los fragmentos del secuenciación, determinando los genes presentes en 

estas regiones; para lo cual se compararon  los resultados del anotador respecto al BLASTn 

(Altschul et al., 1990). Adicionalmente se realizó la búsqueda de secciones del genoma que 

podrían predecir la producción de rasgos PGPR.  

Para evaluar la producción de AIA (ácido indol acético, un tipo de indol), de sideróforos y 

de compuestos volátiles se tomó como base la predicción metabólica del RAST que 

muestra la presencia de actividades enzimáticas que podrían sustentar la producción de 

estos compuestos. Para la solubilización de fosfatos y la fijación de nitrógeno, se determinó 

la presencia de los genes phy y nif que codifican para la producción de fitasas y 

nitrogenasas respectivamente. Esta búsqueda se hizo empleando cepas referencia en las 

que se reconoce la presencia del gen de interés ó se ha determinado la producción de los 

metabolitos (B. amyloliquefaciens FZB42 para AIA, volátiles y sideróforos, B.subtilis 168 

para producción de fitasas y Klebsiella pneumoniae, número de acceso al Genbank 

X13303.1, para fijación de nitrógeno) y se realizó un BLAST local de las secuencias de las 

referencias vs. B.subtilis EA-CB0575. Posteriormente, se empleó un procedimiento 

combinado entre la anotación metabólica del RAST (herramienta KEGG) y la búsqueda de 

genes de interés en rutas metabólicas alternas, con el fin de encontrar los genes 

relacionados a los rasgos PGPR en el genoma de la cepa de B.subtilis EA-CB0575. 
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Específicamente, para la fijación de nitrógeno, la búsqueda de genes del cluster nif se 

realizó por comparación de homología con secciones de la cepa de interés, sin emplear el 

KEGG.  

2.3.4 Identificación y caracterización de cluster génicos NRPS  

Se evaluó la presencia de regiones codificantes de NRPS en el genoma de B.subtilis EA-

CB0575. Para esto se emplearon secuencias homólogas a regiones codificantes de la cepa 

referencia B. amyloliquefaciens FZB42 (GenBank Accesion number: CP000560.1) 

productora de 3 familias de LPs (Koumoutsi et al., 2004) y se empleó el algoritmo BLASTn 

(Camacho et al., 2009) con el fin de contrastar las diferencias en las secuencias de los 

operones en todo el genoma del microorganismo, posteriormente se empleó el software 

Murasaki 1.68.6 (Popendorf et al., 2010) y se procedió a determinar los ORF y las 

secuencias codificantes en las regiones de interés empleando los software RAST y el 

predictor de operones FgenesB (Softberry, Inc., NY, USA). En esta etapa se contrastó la 

información de las regiones genómicas con la reportada en la literatura para Bacillus spp. 

(Aleti et al., 2015) y se realizó una predicción de los dominios estructurales para las 

secuencias correspondientes a las regiones relacionadas con cada ORF encontrado, esto 

se ejecutó por medio de la base de datos CDD (Marchler-Bauer et al., 2011).  

2.3.5 Genómica comparativa de B.subtilis EA-CB0575 y estudio 
filogenético  

Se realizó una comparación entre los genomas anotados de B.subtilis 168 

(GenBank:NZ_CM000487.1), B. amyloliquefaciens FZB42 (GenBank:CP000560.1) y la 

cepa EA-CB0575, con el fin de localizar clusters génicos que podrían estar involucrados en 

la producción de metabolitos secundarios. Para este proceso se empleó el software de 

homología Murasaki 1.68.6 (Popendorf et al., 2010) determinando las secuencias 

conservadas entre los genomas evaluados. Para la localización de los clusters génicos se 

empleó la herramienta GMV del mismo software Murasaki. Para comparar 

filogenéticamente los genomas obtenidos de las cepas B.subtilis EA-CB0575 y otros 

Bacillus spp. seleccionados entre los reportados en las bases de datos, se realizó la 

construcción de un árbol filogenético y posterior análisis. Inicialmente, se realizaron árboles 

filogenéticos a partir de 5 genes housekeeping (rpoB, gyrA, purH, polC y groEL) de 31 

Bacillus spp.) y un microorganismo de un grupo externo ( 
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Tabla 2-1) usando los métodos de inferencia bayesiana (IB) y máxima verosimilitud (ML). 

Se seleccionaron estos genes debido a que su nivel de variación en Bacillus spp. permite 

mayor resolución que el gen 16S rDNA. El primero de ellos, rpoB, corresponde a la 

subunidad B de la RNA polimerasa; gyrA, a la subunidad A de la DNA girasa; purH, 

codificante para la enzima del metabolismo de purinas 

fosforribosilaminoimidazolcarboxiamida formiltransferasa; polC, de la subunidad alfa de la 

DNA polimerasa III y groEL, a la proteína de choque térmico de 60kDa groEL (Rooney et 

al., 2009). Para la extracción de estas secuencias codificantes se empleó el script 

(extract_genes.py) en Python 2.7.6, desarrollado por el grupo de trabajo; usando módulos 

del paquete Biopython 1.65 (Anexo I) y se empleó el software MAFFT 7.213 para confirmar 

las secuencias de cada gen. Para el alineamiento de las secuencias se empleó una 

estrategia basada en el alineamiento de aminoácidos y se usó el alineador MAFFT 7.213 

(Katoh & Standley, 2013) con los parámetros por defecto en el programa y el modo 

automático. Los alineamientos fueron traducidos en forma reversa de aminoácidos a 

nucleótidos con el software RevTrans 1.4 (Wernersson & Pedersen, 2003).  

Las secuencias de nucleótidos alineadas por gen se concatenaron en un único archivo 

FASTA y posteriormente se convirtieron a formato NEXUS por medio de ReadSeq 2.1.19 

(Gilbert, 2003), y a formato Phylip usando un script en Phyton (Anexo I). El árbol filogenético 

se realizó con los métodos IB y ML. Se usó el software partitionfinder 1.1 (Lanfear et al., 

2014) para encontrar el mejor esquema de particionado de los datos y los modelos de 

sustitución nucleotídica apropiados para cada partición. El análisis de BI se hizo por medio 

del software MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al., 2012). Fueron efectuados cuatro análisis 

MCMC (Markov Chain Monte Carlo) independientes con 10 millones de generaciones y 8 

cadenas (7 calientes y una fría) para cada uno. La frecuencia de muestreo fue cada 1000 

generaciones y se utilizó un descarte de la fase de calentamiento (burnin) relativo de 35% 

de los árboles obtenidos al final. Con los árboles restantes se obtuvo el árbol filogenético 

consenso. El análisis por ML se realizó con garli HPC-MPI 2.07 (Bazinet et al., 2014). Se 

hizo una búsqueda con 8 réplicas y se seleccionó el de mayor probabilidad (likelihood), 

luego se efectuó un análisis con 1000 replicados de bootstrap para darle soporte al árbol. 

Para consolidar los árboles se empleó SumTrees 3.3.1 (Sukumaran & Holder, 2010). La 

visualización de los árboles obtenidos se hizo por medio de FigTree 1.4.1 (Rambaut, 2014). 

La raíz de ambos árboles fue fijada basándose en el grupo externo usado (Peptoclostridium 

difficile). 
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Tabla 2-1. Microorganismos empleados en el análisis filogenético 

# 
Número de 

acceso 
Organismo # 

Número de 
acceso 

Organismo 

1 NC_006270.3 Bacillus licheniformis DSM 13ATCC 14580 17 CP000560.1 
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum 

str. FZB42 

2 NZ_CP010524.1 Bacillus licheniformis BL-09 18 NC_016047.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10 

3 NC_009848.1 Bacillus pumilus SAFR-032 19 CP002183.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23 

4 CP011150.1 Bacillus pumilus W3 20 NZ_CM000487.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 

5 NC_012659.1 Bacillus anthracis str. A0248 21 NZ_CM000489.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. JH642 

6 NC_005957.1 
Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 

97-26 
22 NZ_CM000488.1 

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. NCIB 
3610 

7 NZ_CP009335.1 Bacillus thuringiensis HD1011 23 NZ_CM000490.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SMY 

8 NC_004722.1 Bacillus cereus ATCC 14579 24 NC_020507.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis 6051-HGW 

9 NC_011969.1 Bacillus cereus Q1 25 NC_020832.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. BAB-1 

10 NC_012472.1 Bacillus cereus 03BB102 26 NC_017195.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. RO-NN-1 

11 NZ_CP009692.1 Bacillus mycoides ATCC 6462 27 NC_020244.1 Bacillus subtilis XF-1 

12 NZ_CP007626.1 Bacillus mycoides 219298 28 CP002468.1 Bacillus subtilis BSn5 

13 CP009746,1 Bacillus weihenstephanensis WSBC 10204 29 CP006881.1 Bacillus subtilis PY79 

14 CP006952.1 Bacillus amyloliquefaciens LFB112 30 - Bacillus subtilis EA-CB0575 

15 NC_022653.1 Bacillus amyloliquefaciens CC178 31 - Bacillus subtilis EA-CB0015 

16 NC_014551.1 Bacillus amyloliquefaciens DSM 7 32 NZ_LN614756.1 
Peptoclostridium difficile 

CD630DERM 

2.3.6 Caracterización fenotípica de B.subtilis EA-CB0575 

 Producción de índoles: La producción de índoles se determinó usando el método 

colorimétrico de Salkowsky (Patten & Glick, 2002). Para esta evaluación, el 

microorganismo se cultivó en 10 mL de TSB suplementado con 500 mg/mL de L-

triptófano (A10230, Alfa Aesar) y se incubó a 150 rpm y 30°C por 48 h. El cultivo se 

centrifugó a 3250 g por 15 min y el sobrenadante obtenido se mezcló con la solución de 

Salkowsky en una relación (1:4). La generación de una coloración fucsia-rosado fue 

indicativo de producción de índoles y se midió espectrofotométricamente a 530 nm. La 

concentración de índoles totales se determinó por medio de una curva de calibración 

con una solución etanólica 1 mg/mL de AIA (I885, Phytotechology Laboratories,) entre 

0-50 mg/mL.  

 



Capítulo 2 51

 

  

 Producción de sideróforos: La producción de sideróforos se determinó por el método 

colorimétrico CAS (Schwyn & Neilands, 1987). Para ello se empleó la solución CAS 

compuesta por una mezcla de la solución A (0,03025 g CAS Chromo-Azurol S C1018, 

Sigma, en 25 mL de ADE (Agua destilada estéril), 5 mL de FeCl3*6H2O 1 mM en HCl 10 

mM y 50 L de KOH 10% (w/v)) y la solución B (0,03645 g de hexadeciltrimetil bromuro 

de amonio HDTMA, H6269, Sigma Aldrich, en 20 mL de ADE) con 600 L de NaOH. 

Esta mezcla permitió la detección de los sideróforos en el sobrenadante del cultivo 

microbiano en TSB 10% a los 2 d de crecimiento, preparando una solución de 1 mL de 

sobrenadante con 1 mL solución reveladora. Un viraje de color desde un azul oscuro a 

rosa-violeta fue indicativo de la presencia de sideróforos. Se midió la absorbancia a 630 

nm y se comparó con una curva de calibración entre 0 y 20 M de NaEDTA mezclada 

con la solución CAS, en la proporción previamente enunciada.  

 

 Solubilización de fosfatos: Se realizó el cultivo de B.subtilis EA-CB0575 en el medio 

NBRIP (1 g NaCl; 0,2 g CaCl2*2H2O; 0,4 g MgSO4*7H2O; 1 g de NH4NO3, 10 g de 

glucosa, 300 ppm de benomyl y 7 g de bactoagar) suplementado con 3,5 g/L de roca 

fosfórica comercial (Fosfatos del Huila, 28% de fósforo total P2O5), el cual brinda al 

microorganismo el fósforo de la roca fosfórica como única fuente del nutriente (Kim et 

al., 1997). El crecimiento del microorganismo en el medio indicó posible solubilización 

de fosfatos. Los resultados se confirmaron por medio del método del azul de molibdato 

(Murphy & Riley, 1962), en el cual el sobrenadante del cultivo en medio NBRIP sin agar 

se mezcló con una solución indicadora en una relación (1:4). La mezcla se dejó 

estabilizar por 1 h y se determinó la intensidad del color a 890 nm (viraje de color de un 

azul oscuro a azules más claros o violeta indican resultados positivos en la prueba). La 

solución indicadora estaba compuesta por 100 mL de la solución compuesta por 0,35 g 

K2 (C4H2O6Sb)2*3H2O; 2,7 L de ADE; 168 mL de H2SO4 y 14,43 g de 

(NH4)6MO7O24*4H2O) y 0,428 g de ácido ascórbico. Se realizó una curva patrón para 

comparar los resultados, empleando un estándar de K2HPO4 desde 5 a 20 M.  

 
 Fijación de nitrógeno ambiental: La fijación de nitrógeno (N2) se evaluó por medio del 

crecimiento de B.subtilis EA-CB0575 en el medio NFb (Eckert et al., 2001). compuesto 

por ácido málico 5 g/L; KOH 4 g/L; K2HPO4 0,5 g/L; MgSO4*7H2O 0,2 g/L; CaCl2 0,02 

g/L; NaCl 0,1 g/L; FeSO4·7H2O 0,5; NaMoO4*2H2O 2 mg/L; MnSO4*H2O 10 mg/L; 
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solución al 0,5% de azul de bromotimol en 0,2 M KOH 2 mL; agar, 0,0175% y pH 6,8. 

Los cultivos se realizaron en recipientes de 20 mL sellados con tapón de caucho y se 

incubaron a 30°C en oscuridad y por una semana. La presencia de manto bacteriano y 

el viraje del color del medio (de verde a azul) sugieren la capacidad de fijación de 

nitrógeno por parte del microorganismo.  

 

 Producción de LPs: La evaluación de la producción de LPs por parte de B.subtilis 

EA-CB0575 se realizó en cultivo sumergido en medio MOLP (Medium Optimal for 

Lipopeptide Production) (Jacques et al., 1999). Para esto se transfirieron 20 mL de un 

preinóculo del microorganismo de 12 h de crecimiento en un Erlenmeyer de 500 mL con 

180 mL de medio y se incubó por 3 d a 30ºC y 150 rpm. Al cabo de 12 h de incubación se 

adicionó 4% (p/v) de resina amberlita XAD-16 (Alfa Aesar) previamente esterilizada al 

cultivo. Al terminar el tiempo de cultivo se lavó la resina con 400 mL de ADE y 

posteriormente con 200 mL de metanol. El extracto metanólico se evaporó a presión 

reducida en un rotoevaporador (50ºC, -50 psig) hasta obtener un residuo sólido que se 

resuspendió en ADE (10 mL a una concentración de 37 mg/mL) y se fraccionó en una 

columna SPE C18 (“Solid Phase Extraction”) (Baker®, 10 g), siguiendo las siguientes 

eluciones: metanol 100% (80 mL), agua (80 mL), muestra del cultivo (10 mL), ADE (80 mL), 

metanol 50% (80 mL) y metanol 100% (160 mL). La fracción 100% metanol se evaporó, 

ajustó a 50 mg/mL con metanol 100% y se empleó para análisis por cromatografía líquida 

(HPLC, Agilent 1200) en fase reversa empleando una columna Eclipse XDB C18 (250 x 4,6 

mm, 5 μm), una fase móvil A (agua grado HPLC + 0,1% TFA) y B (acetonitrilo + 0,1% TFA) 

con un flujo de 1 mL/min y con detección UV a 214 nm. El modo de operación fue en 

gradiente (30/100/100% de B en 0/25/35 min), inyectando 40 μL de la solución. Se 

determinó la presencia de las familias de LPs empleando un estándar de surfactina 98% 

(Sigma-Aldrich, S3523), y fengicinas e iturinas colectadas de un cultivo puro de B. subtilis 

0015, un microorganismo productor de estos compuestos según protocolo y resultados 

obtenidos por Villegas, 2012; a los cuales se les determinó el tiempo de detección en el 

gradiente evaluado y se colectaron las fracciones. Entre 12-19 min se recolectó la fracción 

correspondiente a las fengicinas y entre 24- 33 min se colectó la correspondiente a las 

surfactinas. Estas fracciones se evaporaron a presión reducida (50ºC, -50 psig), se 

resuspendieron en 2 mL de MeOH 100% y se evaporaron en el Eppendorf concentrator 
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Plus™ (Eppendorf, Harburg, Alemania) hasta obtener un sólido seco, el cual se pesó con 

el fin de realizar ajustes de concentración para su posterior análisis por LS-MS/MS.  

 

Las fracciones purificadas por HPLC se analizaron por espectrometría de masas de alta 

resolución (Protein Facility de Iowa State Univeristy, Ames, IO, USA). Se empleó un HPLC 

(Agilent 1260) acoplado a un espectrómetro de masas en tándem Q-Exactive™ híbrído 

quadrupole-orbitrap de Thermo Scientific, equipado con una fuente de ionización 

NanoSpray Flex y con ácido ciano-cinámico como matriz. Se emplearon los solventes A 

(Agua grado HPLC + 0,1% de ácido fórmico) y B (acetonitrilo con 0,1% ácido fórmico), se 

usó un gradiente de 20-100% en 13 min. Los datos fueron adquiridos en un rango entre 200 

y 2000 m/z en modo de ionización positiva. Se realizó un análisis de MS/MS para los iones 

aductos de surfactinas y fengicinas, los cuales se fragmentaron posteriormente en una 

celda de colisión de iones HCD. La lista de iones resultantes del espectro fueron generados 

por medio del software Xcalibur (Thermo Scientific, version 2.2). Para el análisis de los 

resultados se empleó el software Proteowizard 3.0.10.200 (Chambers et al., 2012).  

2.3.7 Evaluación de capacidad promotora de crecimiento de 
B.subtilis EA-CB0575 en tomate.  

Se evaluó el potencial de promoción de crecimiento de B.subtilis EA-CB0575 y de dos cepas 

referencia reconocidas por su potencial PGPR: B. amyloliquefaciens FZB42 (Fan et al., 

2012a), B.subtilis 168 (Itaya & Matsui, 1999) en tomate variedad Chonto-Santa Cruz a nivel 

de invernadero. Para ello se desinfectaron las semillas con etanol al 70% por 15 min e 

hipoclorito de sodio al 5% por 5 min, aplicando vacío (-100 KPa). Posteriormente se 

sometieron a 3 lavados con ADE y se estratificaron a 4°C por 24 h. La inoculación se realizó 

sumergiendo las semillas en una suspensión bacteriana a una concentración de 1*108 

UFC/mL por 1 h. Las suspensiones bacterianas de Bacillus se realizaron inoculando una 

colonia de un cultivo de cada microorganismo en medio TSA X 0,5 en medio TSB por 24 h 

a 30°C y 150 rpm. Las células se recuperaron del cultivo por medio de una centrifugación 

a 3250 g por 15 min y se procedió a ajustar la concentración con ADE, según curvas de 

calibración previamente realizadas. Las semillas inoculadas se sembraron en macetas con 

500 g de suelo comercial (arena, tierra negra y cizco de arroz 1:0,5:0,5) y se incubaron a 

nivel de invernadero a una temperatura entre 22 - 30 °C, fotoperiodo 12/12 h por 1 mes, 

empleando un diseño completamente al azar (DCA). Finalizado el tiempo de cultivo, se 
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determinaron las variables fisiológicas longitud aérea y radical (LA y LR) y pesos secos 

aéreos, radiculares y totales (PSA, PSR y PST). Se realizaron dos evaluaciones en tiempos 

diferentes cada una con 5 unidades experimentales por tratamiento. Cada unidad consistió 

en dos plantas por maceta. 

2.3.8 Análisis estadístico  

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos se analizaron estadísticamente por un 

análisis de varianza (ANOVA). Se verificaron los supuestos de normalidad (Test de Shapiro-

Wilks), homocedasticidad (Test de Levenne y Barlett) e independencia (gráfica residuos vs. 

Orden de corrida y estadístico de Durbin-Watson). Se empleó el test de rangos múltiples 

LSD, con el nivel de confianza enunciado en cada gráfica y/o tabla de resultados, y se 

realizó el Test de Duncan a la misma confianza con el fin de evaluar diferencias con el 

control sin aplicación de microorganismos, en el caso de las evaluaciones de promoción de 

crecimiento. Para las pruebas bioquímicas se empleó ADE con solución de Salkowsky, ADE 

con solución CAS, medio NFb sin inoculación y ADE con solución indicadora como control 

para los test de producción de AIA, sideróforos, fijación de nitrógeno y solubilización de 

fosfatos.  

2.4 Resultados 

2.4.1 El genoma B.subtilis EA-CB0575 posee genes que codifican 
la producción de compuestos implicados en mecanismos PGPR´s. 

Con el fin de conocer la taxonomía del microorganismo de estudio se realizó el 

secuenciación del gen 16s rRNA, determinando que pertenece a la especie Bacillus subtilis 

con un query cover de 100%, una identidad del 99% y un valor E de 0.0. Se realizó el 

ensamble del genoma completo de B.subtilis EA-CB0575 obteniendo 16 contigs, luego de 

un filtrado por calidad en el que se eliminó el 0,85% de las lecturas iniciales y alcanzando 

un tamaño medio de 255.665 pb. Para este ensamble se determinó un contenido promedio 

de G+C de 43,7% y un tamaño total del genoma de 4,09 Mb (Figura 2-1). La cobertura 

promedio del cluster fue de 110X y la mitad de las bases del genoma se encontraron en 2 

contigs (N50), el 90% en 6 (N90) y el 95% en 7 contigs (N95). La cobertura máxima del genoma 

fue de 2000X. 
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Figura 2-1. Diagrama de la distribución del genoma completo de B.subtilis EA-CB0575. 

 

*Colores diferentes corresponden a cada uno de los contings en los que el genoma resultó fraccionado. 

A continuación se presenta la Tabla 2-2 con la anotación de genes implicados en procesos 

metabólicos y celulares de Bacillus subtilis EA-CB0575. Se observan los resultados por 

categorías de genes, existiendo una alta similitud entre la cantidad de genes en cada 

categoría entre Bacillus EA-CB0575 y la cepa tipo. Existe mayor cantidad de genes 

destinados al metabolismo del carbono y nitrógeno, cofactores, vitaminas, grupos 

prostéticos y pigmentos. Para los procesos celulares se determinó mayor cantidad de genes 

destinados a los procesos de formación de pared celular, cápsula y respuesta al estrés, 

incluyendo la dormancia y esporulación, que para otros procesos como la motilidad, la 

respiración, el transporte por membrana, entre otros. El genoma contiene 4332 genes, 4237 

genes codificantes de proteínas, 95 genes de RNAs (entre ellos 10 copias del 16S rRNA), 

2917 genes codificantes de proteínas con función predicha y 1320 genes codificantes de 

proteínas hipotéticas; mientras que para la cepa tipo se determinaron 4331 genes totales, 

4114 genes codificantes de proteínas, 118 genes RNAs, 3028 genes codificantes de 

proteínas con funciones predichas y 1086 genes codificantes de proteínas hipotéticas.  
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Tabla 2-2. Anotación de genes implicados en el metabolismo y otros procesos celulares de 
B.subtilis EA-CB0575 y cepa referencia B.subtilis 168. 

Genes implicados en metabolismo B.subtilis EA-CB0575 B.subtilis 168 

Ácidos grasos, lípidos e isoprenoides 119 102 

Aminoácidos y derivados 428 432 

Azufre 47 44 

Carbohidratos 514 504 

Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos 218 265 

Compuestos aromáticos 13 10 

DNA 112 136 

Fósforo 30 25 

Hierro 28 32 

Metabolismo secundario 4 6 

Nitrógeno- Proteínas 242 269 

Nucleósidos y nucleótidos 122 139 

Potasio 15 26 

RNA 163 194 

Genes implicados en procesos celulares B.subtilis EA-CB0575 B.subtilis 168 

División y ciclo celular 55 48 

Dormancia y esporulación 122 141 

Formación de pared celular y cápsula 151 130 

Fotosíntesis 0 0 

Misceláneo 49 64 

Motilidad y quimiotaxis 89 66 

Regulación y señalización celular 61 50 

Relacionados con fagos, profagos, 

elementos transponibles, plásmidos 
13 0 

Respiración 69 82 

Respuesta al estrés 109 111 

Transporte de membrana 73 75 

Virulencia, enfermedad y defensa 71 77 
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De la anotación de genes se determinó la presencia de genes relacionados con 

mecanismos PGPR o la predicción metabólica del RAST. Respecto a los indoles, 

específicamente AIA, se predijo la producción de algunas enzimas implicadas en su 

metabolismo por la vía del triptófano, sugiriendo que B.subtilis EA-CB0575 tiene la 

maquinaria para que la producción de estos compuestos. Se predijo la producción de indol, 

indol acetato e indol-acetamida (Figura 2-2). Se determinó también el potencial del 

microorganismo para la producción de sideróforos del tipo bacillibactina, enteroquelinas 

(enterobactinas), vibriobactinas y otros relacionados, sintetizados por NPRS´s (Figura 2-3). 

Las enzimas relacionadas directamente con la producción de compuestos como salicilato, 

isocorismato y dihidroxibenzoato podrían ser producidas por B.subtilis EA-CB0575, para 

esto se requiere la presencia de genes que codifican para su producción. A partir de ahí, se 

podrían desencadenar rutas metabólicas que resulten en la producción de compuestos 

derivados, algunos sideróforos como la micobatina, pioquelina, bacilbactina, vibriobactina, 

entre otros. El cluster génico que codifica directamente para la producción de bacilbactina 

(dhbACEBF) se encontró en el genoma del microorganismo cuando se comparó respecto 

a las referencias (sección 2.3.5). Para la producción de compuestos volátiles como el 2,3-

butanoldiol y acetoína (Figura 2-4), se predijo la producción de las enzimas acetolactato 

sintetasa, acetolactato decarboxilasa, acetoin-reductasa, acetilacetoin-sintasa, entre 

otras reportadas (Qi et al., 2014).  

Se realizó la búsqueda de genes phy, que codifican para la producción de fitasas, uno de 

los mecanismos de solubilización de fosfatos, y se determinó que están presentes no sólo 

en B.subtilis EA-CB0575 sino también en la cepa referencia B.subtilis 168, indicando 

posible producción de fitasas. Finalmente se evaluó también la capacidad de fijación de 

nitrógeno ambiental por la cepa EA-CB0575 y se determinó la presencia de los genes nifU, 

nifS, nifV y nifF, los cuales son algunos de los genes involucrados en la formación de los 

clusters de la enzima nitrogenasa; encargada de la fijación biológica de nitrógeno. El 

genoma ensamblado y anotado se depositó en un servidor de la Universidad EAFIT 

operando bajo Ubuntu 14.04 y con acceso a través del genome browser GBrowse2 (Stein 

et al., 2002). Se realizó un análisis de los extremos de los contings con el fin de determinar 

qué genes se encontraban en estas secciones, encontrando que el 50% de estos genes 

corresponden a rRNA, 26,67% a sintasas de péptidos no ribosomales, seguidos de 6,67% 

para tRNA´s y los otros extremos corresponden a fagos y a proteínas GXT repetidas. 
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2.4.2 B.subtilis EA-CB0575 posee en su genoma las regiones 
codificantes para la producción de NRPS´s de LPs.  

Se evaluó la presencia de secuencias codificantes de NRPS involucradas en la síntesis de 

surfactinas, fengicinas e iturinas en el genoma de B.subtilis EA-CB0575 usando como 

referencia B. amyloliquefaciens FZB42. Para B.subtilis EA-CB0575 se encontraron regiones 

codificantes para la producción de surfactinas y fengicinas, pero no para iturinas. Las 

regiones codificantes para NRPS´s que producen surfactinas se encuentran en los clusters 

5, 6 y 7 y las de fengicinas en los clusters 9, 10 y 11. Se realizó la comparación de los loci 

presentes en B.subtilis EA-CB0575 respecto a las referencias B. amyloliquefaciens FZB42 

y B.subtilis 168. Para B.subtilis EA-CB0575 se reconstruyeron 4 ORFs reportados para el 

operón de la surfactina, con dos gaps de unos pocos nucleótidos entre los clusters de 

ensamble 5 y 6, y 6 y 7, en los genes srfAA y srfAC. De las secuencias de aminoácidos de 

estos ORFs se obtuvieron 7 dominios de adenilación y uno tioesterasa/aciltransferasa. Para 

la fengicina se obtuvieron 3 de los 5 ORFs del operón, correspondientes a los genes fenA, 

fenC y fenE. Se obtuvieron dos dominios de adenilación para el primero, dos para el 

segundo y uno de adenilación y uno tioesterasa para el tercero. Para las cepas referencia, 

se encontró la región que codifica para las sintasas relacionadas con la producción de 

surfactinas y fengicinas, sin embargo, no se encontró la región de producción de iturinas en 

la 168 pero sí en la cepa FZB42. 
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Figura 2-2. Predicción del metabolismo de triptófano y sus derivados por medio de RAST para B.subtilis EA-CB0575. 

 

 

En cuadros azules se observan las enzimas relacionadas con el metabolismo del triptófano y en círculos azules se presentan los metabolitos que podrían generarse 
por la cepa B.subtilis EA-CB0575 
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Figura 2-3. Predicción del metabolismo de sideróforos y sus derivados por medio de RAST para B.subtilis EA-CB0575 y la cepa tipo. 

 

 

En cuadros azules se observan las enzimas relacionadas con el metabolismo de sideróforos, en círculos azules se presentan los metabolitos que podrían generarse 
por la cepa B. subtilis EA-CB057 y en rectángulos en rojo se presentan los metabolitos que podrían producirse por la cepa tipo B. subtilis 168.  



Capítulo 2 61

 

  

Figura 2-4. Predicción del metabolismo de compuestos volátiles 2,3 butanodiol y la acetoína y sus derivados por medio de RAST para 
B.subtilis EA-CB0575 y para la cepa tiop. 

 

 

 

En cuadros azules se observan las enzimas relacionadas con el metabolismo de 2,3 butanodiol y acetoína que podrían producirse por B. subtilis EA-CB0575, en 
círculos azules, los metabolitos que podría producir esta cepa.  En cuadros rojos las enzimas que podrían generar B. subtilis 168, los círculos rojos son los metabolitos 
que podría generar esta cepa. 
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Figura 2-5. Determinación de los loci para la producción de las NRPS´s de surfactinas, 
fengicinas e iturinas en los genomas de B. amyloliquefaciens FZB42, B. subtilis EA-CB0575 
y B. subtilis 168. 

 

 

 

A: Diagrama de ubicación de los loci responsables de la síntesis de las NRPS de surfactina en la cepa B.subtilis 
EA-CB0575 en contraste con las cepas referencia B.subtilis 168 y B. amyloliquefaciens FZB42 B: Diagrama de 
ubicación de los loci para genes implicados en la producción de la iturina Bacillomicina y de fengicina B en la 
cepa B.subtilis EA-CB0575 en contraste con las cepas referencia B.subtilis 168 y B. amyloliquefaciens FZB42.  

B 

A 
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2.4.3 La cepa B.subtilis EA-CB0575 posee un 3,9% de su genoma 
dedicado a la producción de metabolitos secundarios 

Se realizó la genómica comparativa de B.subtilis EA-CB0575 con las dos cepas referencia, 

B.subtilis 168 y B. amyloliquefaciens FZB42 en cuanto al tamaño del genoma y al potencial 

para la producción de algunos metabolitos secundarios (Tabla 2-3).  Se observa similitud 

en los tamaños del genoma y algunos de los genes presentes. Existe mayor semejanza 

entre el porcentaje del genoma dedicado a producción de metabolitos secundarios en 

B.subtilis que B. amyloliquefaciens, siendo esta última especie la de mayor porcentaje del 

genoma dedicado a la producción de estos compuestos (8,02%). Algunos clusters génicos 

de importancia como los relacionados a la producción de antibióticos, del sideróforo 

bacilibactina y de algunos LPs, se comparten entre las especies evaluadas. 

Tabla 2-3. Genómica comparativa de B.subtilis EA-CB0575 con las cepas de referencia.  

Compuesto Compuesto Tipo 
# de 

Genes 
Genes Gen (kpb) 
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Bacilibactina 

 

Sideróforo 

 

NRPS 

 

5 

 

dhbACEBF 

 

11,7 

 
 

 

Iturina/ 

LP 

 

NRPS/PKS 4 bmyDABC 37,2 ------ ------ 
 

Bacilomycina 

Fengicina NRPS 5 fenABCDE 37,6 
  

 

Surfactina NRPS 4 srfABCD 26,2 
 

------ 
 

Bacilysina 

Antibiótico 

 

NRPS 5 bacABCDE 4,7    

Macrolactina PKS 9 mlnABCDEFGHI 53,9 ------ ------ 
 

Bacillaeno 
PKS 

14 
baeBCDEGHIJLMNRS, 

acpK 
72,4 

   

Difficidina PKS 15 dfnAYXBCDEFGHIJKLM 70 ------ ------ 
 

Subtilosina Sactipéptido 8 n/d 6,9 
 

 

------ 

Genoma dedicado a producción de metabolitos Secundarios (%) 3,90 3,79 8,02 

Longitud del genoma (Mpb) 4,09 4,21 3,91 
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2.4.4 B.subtilis EA-CB0575 pertenece al clado de B.subtilis subs. 
subtilis 

La relación filogenética de B.subtilis EA-CB0575 con otras cepas Bacillus sp. se realizó 

comparando un set de genes housekeeping (Figura 2-6). El mejor esquema de particionado 

del alineamiento de los genes concatenados estuvo compuesto por 6 subsets, con las 15 

particiones preliminares dadas es decir, una por cada posición de codones (1, 2, 3) en cada 

uno de los 5 genes analizados. Se observan dos grandes clados: El primero conteniendo a 

B. thurigiensis, B. anthracis, B. cereus, B. mycoides y B. weihenstephanensis, los cuales 

son Bacillus spp. patogénos de diversos hospederos. El segundo clado está compuesto por 

B. pumilus, B. licheniformis, B.subtilis y B. amyloliquefaciens. 

Figura 2-6. Filogenia de Bacillus spp. a partir de genes housekeeping (rpoB, gyrA, purH, 
polC y groEL) obtenida por los métodos de inferencia bayesiana y máxima verosimilitud.  

 

Se muestran para los nodos internos los valores de soporte: probabilidad posterior (PP) para BI y el porcentaje 
de bootstrap (BP) para ML. Las cepas de estudio se encuentran resaltadas en rojo.  
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2.4.5 Producción de índoles, sideróforos, LPs, capacidad de 
solubilización de fosfatos y fijación de nitrógeno: características 
PGPR de B.subtilis EA-CB0575 

Con el fin de conocer los posibles mecanismos PGPR de la cepa de estudio se realizaron 

evaluaciones bioquímicas para determinar el potencial de producción de indoles, 

sideróforos, la capacidad de solubilizar fosfatos y el potencial para fijar nitrógeno 

atmosférico. Se determinó que el microorganismo B.subtilis EA-CB0575 posee el potencial 

para todos los rasgos evaluados (Tabla 2-4). 

Tabla 2-4. Rasgos bioquímicos PGPR a nivel in vitro de diferentes cepas de Bacillus EA-
CB0575 y cepas de referencia Bacillus sp. 

Microorganismo AIA (g/mL) Sideróforos(M) 
Solubilización de 
fosfatos (mg/L) 

Fijación de 
nitrógeno* 

B.subtilis EA-CB0575 15,0 ± 2,0 a 15,4 ± 1,1 a 0,1 ± 0,0 a + 

B.subtilis 168 6,9 ± 1,4  b 7,6 ± 0,9   b 0,0 ± 0,0 b - 

B. amyloliquefaciens FZB42 17,7 ± 1,7 a 9,8 ± 0,3   b 0,1 ± 0,0 a - 

 
Letras diferentes denotan diferencias significativas (p<0.05) según rangos múltiples de LSD.* +: denota 
crecimiento en medio NFb indicativo de posible fijación de nitrógeno. -: denota ausencia de crecimiento en 
medio NFb. 
 

Se determinó que B. subtilis EA-CB0575 produce índoles totales (15 g/mL), sideróforos 

(15,4 M), puede solubilizar fosfatos en un medio con roca fosfórica como única fuente de 

fósforo y podría fijar nitrógeno ambiental. La cepa B.subtilis 168 produce AIA en menor 

proporción que B.subtilis EA-CB0575 (2,17 veces menos), además puede producir 

sideróforos, pero no tiene potencial de fijación de nitrógeno ni de solubilizar fosfatos. La 

cepa B. amyloliquefaciens FZB42 produce AIA sin diferencias significativas con la EA-

CB0575, es productora de sideróforos y tiene potencial de solubilización de roca fosfórica, 

pero no tiene potencial de fijación de nitrógeno a nivel in vitro. Complementario a estas 

evaluaciones, se determinó la capacidad de producción de LPs por parte de B.subtilis EA-

CB0575. Se presenta el perfil cromatográfico obtenido para el extracto SPE 100% Metanol 

en medio MOLP (Figura 2-7). Se observan los picos característicos de fengicinas (min 12 

al 19) y de surfactinas (del min 24 al 33) (Villegas-Escobar, 2012). No se observan picos 

referencia de la producción de iturinas, los cuales deberían encontrarse entre el min 8 al 11 

siguiendo el mismo gradiente y condiciones de trabajo.  
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Figura 2-7. Cromatograma de HPLC para extracto SPE-100% metanol del cultivo de 
B.subtilis EA-CB0575 en medio MOLP.  

 
Condiciones de operación del HPLC:  214 nm, 40 µL de inyección (concentración 10 mg/mL), flujo 1 mL/min, 
30ºC, columna eclipse XDB C18 250 x 4,6 mm 5 um, A: agua HPLC + 0,1% TFA, B: CH3CN + 0.1% TFA. 
Gradiente 30/100/100% B en 0/25/35 min. 
 
Se realizaron evaluaciones de espectrometría de masas para las fracciones purificadas de 

surfactinas y fengicinas, con el fin de determinar la presencia de los iones precursores de 

estas familias de LPs y los iones resultantes de la fragmentación de la molécula por MS/MS. 

Se presentan los espectros MS y MS/MS para la fracción purificada de surfactinas (Figura 

2-8). Se observan los iones precursores característicos de surfactinas a m/z 1008,66; 

1022,67; 1036,69; 1030,64; 1044,66; 1058,67 y 1072,69; de los cuales, los tres primeros 

corresponden a moléculas protonadas M+H+ y los cuatros siguientes a aductos de sodio 

M+Na+. La diferencia de peso entre los tipos de aductos es de 14 Da, sugiriendo una 

diferencia de un grupo CH2 entre las moléculas. En el espectro MS/MS para el ion precursor 

a m/z 1036,69 el cual se presenta como ejemplo, se detectaron principalmente dos series 

de productos iónicos derivados de la apertura del anillo lactona, iones “b” y “y”. Los iones b 

(azul) están representados por fragmentos iónicos a m/z 923,61810,53596,43 483,34 

370,26241,41 interpretados como la perdida de Lxx7-Lxx6-(D5-V4)- Lxx3- Lxx2-E1 de la 

región N terminal. Los iones y (verde) están representados por fragmentos iónicos a m/z 

667,43 554,35441,27342,27227,17 correspondientes a la perdida de AGn-E1-Lxx2-

Lxx3-V4-D5 de la región C terminal. La unión de las dos series indica que la estructura de la 

molécula es AGn-E1-Lxx2-Lxx3-V4-D5-Lxx6-Lxx7 corresponiente a la C15 surfactina. 

Adicionalmente se detectaron iones b ± H2O e inmonium (naranja), y el ión característico 

de surfactinas m/z 685,45 el cual corresponde a un fragmento protonado interno de las 

surfactinas con estructura [(H) Lxx2-Lxx3-V4-D5-Lxx6-Lxx7 (OH)+H]+ (Hue et al., 2001). En el 

Anexo II se presentan los iones precursores y productos iónicos resultantes del 

fraccionamiento de todos los homólogos de surfactinas por medio de MS/MS, concluyendo 



Capítulo 2 67

 

  

que B.subtilis EA-CB0575 produce las surfactinas C12, C13, C14, C15 y C16 en medio de 

cultivo MOLP. 

 

Figura 2-8. Espectros MS y MS/MS de las surfactinas producidas por B. subtilis EA-CB0575 
en medio MOLP 

 

A: Espectro MS/MS para el ión precursor 1036,69 (M+ H+). B: Espectro MS para las surfactinas purificadas por 
HPLC del sobrenadante del cultivo de B.subtilis EA-CB0575 en medio MOLP. En cuadros se presentan los 
iones b encontrados en este fraccionamiento, en verde los iones y y en naranja los iones b±H2O.  

Para el grupo de picos colectados entre los 12-19 min se realizó un análisis MS y MS/MS. 

Se determinaron los iones precursores m/z 1408; 1435,77; 1444; 1460; 1463,81; 1477,82; 

1491,83 y 1505,85 correspondientes en su mayoría a moléculas protonadas M+H+, y tan 

sólo el aducto de [M+Na+] con m/Z 1444 y el [M+K+] a m/z 1460. Estos aductos son típicos 

de fengicinas A y B, y sus pesos moleculares son concordantes a estas moléculas (Villegas-

Escobar, 2012). Se realizó un análisis MS/MS a todos los iones enunciados y los resultados 

de todos los fraccionamientos se presentan en el Anexo II. En la Figura 2-9 se presenta el 

MS/MS para el ion precursor m/z 1463,83. El fraccionamiento de este ión precursor arrojó 

los productos iónicos a m/z 1080,50 y 966,45, reportados para el fraccionamiento de la 

fengicina A (Wang et al., 2004). Estos productos iónicos se encontraron en el 

fraccionamiento de los iones 1435,7; 1449,79; 1463,81 y 1477,82; y explican la pérdida de 

B 

A 
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AGn -Glu y AGn-Glu-Orn de la región N terminal del segmento de la C14, C15, C16 y C17 

fengicina A respectivamente. Mientras que de los iónes precursores m/z 1491,83 y 1505,85 

se determinaron los productos iónicos a m/z 1108,58 y 994,49, que se explica como la 

pérdida del (AGn-Glu) y (AGn-Glu-Orn) de la región N terminal de la C16 y C17 fengicina B. 

Al analizar los MS/MS y los pesos moleculares de las fengicinas con cadena apolar C16 y 

C17, se determinó una diferencia de 28 Da entre los iones, debida posiblemente al 

reemplazo de una alanina (Ala) por valina (V) en la cadena de aminoácidos. De esta 

manera, los iones precursores 1463,81 y 1477,82 corresponden a fengicina A, con 

productos iónicos carcaterísticos a m/z 1108,58 y 994,49; y los iones precursores con m/z 

1491,83 y 1505,85 podrían corresponder a fengicina B con los productos iónicos con m/z 

1108,58 y 994,49.  

 

Figura 2-9. Espectros MS y MS/MS de las fengicinas producidas por B.subtilis EA-CB0575 
en medio MOLP 

      
A:Espectro MS/MS para el ión precursor 1463,83 (M+ H+). B: Espectro MS para las fengicinas purificadas por 

HPLC del sobrenadante del cultivo de B.subtilis EA-CB0575 en medio MOLP. En cuadros se presentan los 
iones b encontrados en este fraccionamiento, en verde los iones y y en naranja los iones b±H2O ó y-NH3.  

 

B A 
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En la Figura 2-9, se presenta el espectro MS/MS del ión con m/z 1463,81 y en el Anexo II 

se encuentran todos los productos iónicos de la fragmentación de los demás iones 

precursores de las fengicinas. Para este precursor se encontraron iones “b”, los iones “y” 

previamente enunciados y otros iones con pérdidas de NH3 o H2O. La secuencia de iones 

“y” encontrados fue 1463,81080,5 966,45 502,26277,17; correspondientes a la 

pérdida de (AGn+Glu1)-Orn2-(Tyr3+Thr4+Glu5+Ala6)-(Pro7+Gln8) respectivamente. La serie 

de iones b encontrada contiene los iones a 1463,81962,52661,41255,12 equivalente 

a la pérdida de (Lxx10+Tyr9+Gln8+Pro7)-(Ala6-Glu5+Thr4)-(Tyr3+Orn2+Glu1) de la región N 

terminal respectivamente. Sin embargo, las secciones de 3 ó 4 aminoácios secuenciales 

unidos podrían interpretarse en diferentes órdenes, por lo que se recomienda hidrolizar el 

anillo lactona y realizar nuevamente el análisis, con el fin de verificar la secuencia. Al unir 

las secuencias se obtiene la estructura que podría ser AG-Glu1-Orn2-Tyr3-Thr4-Glu5-Ala6-

Pro7-Gln8-Tyr9-Lxx10, correspondiente a la secuencia de C16 fengicina A. 

2.4.6 La especie B.subtilis es potencial PGPR en plantas de tomate 

Se aplicó el microorganismo B. subtilis EA-CB0575 en forma de esporas o células 

vegetativas y las cepas referencia B. subtilis 168 y B. amyloliquefaciens FZB42 en forma 

de células vegetativas a semillas de tomate.  

Figura 2-10. Efecto de la aplicación de B. subtilis EA-CB0575 y cepas de referencia en la 
promoción de crecimiento de tomate a nivel de invernadero en sustrato comercial. 

 

Los datos son los promedios de 2 evaluaciones en tiempos independientes cada uno con n=5 por tratamiento. 
Letras diferentes corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (Valor-P= 
0,0017). Los asteriscos corresponden a los tratamientos con diferencias significativas con el control agua por el 
test de Dunnett, ambos con 95% de confianza (Valor-P Dunett B. subtilis 168: 0,025; B. subtilis EA-CB0575: 
0,004). 
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Se determinó aumento medio de 29% en el PST de las plantas con aplicación de B. subtilis 

respecto al control, siendo mayor la media de aumento para B. subtilis EA-CB0575 con un 

34,6%. La cepa B. amyloliquefaciens FZB42 no presentó aumento en la variable respecto 

al control sin aplicación del microorganismo. 

2.5 Discusión 

Los resultados del ensamble del genoma de B.subtilis EA-CB0575 son similares a los 

revelados en otros genomas de cepas de la especie (Guo et al., 2015; Liu et al., 2016; Zhao 

et al., 2015). El genoma presentó quiebres en las secciones correspondientes a genes que 

codifican rRNA, tRNAs, sintasas de péptidos no ribosomales, inserciones de fagos y 

transposasas, lo cual podría deberse a la dificultad que representa para el ensamblador 

trabajar con secuencias que se repiten (Nederbragt et al., 2010), ya que el algoritmo de 

grafos no resuelve las copias por separado (Compeau et al., 2011). Además, regiones con 

estructura modular conservada a nivel de secuencia, como el caso de las NRPSs, aparecen 

como otro punto de corte del ensamble explicado por la ambigüedad en los extremos que 

no se resuelve computacionalmente con la información disponible. La fragmentación del 

genoma obtenida (16 contings, con longitud media de 255,665 pb), se considera buena para 

los análisis genómicos derivados. Al comparar este número de contings con el obtenido en 

otros proyectos similares, se observa menor división en nuestro caso (205 particiones para 

la cepa tipo, B. natto BEST195 con 390) que para otros B.subtilis (Kunst et al., 1997; Nishito 

et al., 2010; Ruckert et al., 2011; Ulyanova et al., 2016). Al anotar los genes involucrados 

en mecanismos PGPR y realizar las predicciones metabólicas, se determinó que en el 

genoma hay genes relacionados a la producción de enzimas involucradas en la ruta 

metabólica de triptófano a índoles, lo cual es congruente con la producción de índoles 

totales determinada a nivel in vitro (15 g/mL), concentración cercana a la de PGPR´s 

reportadas y no considerada deletérea para la planta (Barazani & Friedman, 1999). Se 

evaluó la predicción metabólica para sideróforos, encontrando que estos podrían producirse 

por la maquinaria metabólica presente, lo que se corroboró bioquímicamente con una 

producción de 15,4 M. Estos compuestos brindan a la planta y al microorganismo 

posibilidades para mejorar la asimilación del hierro y son elicitores de resistencia sistémica 

en la planta (Aznar & Dellagi, 2015). Se determinó la presencia de nifU, nifS, nifV y nifF, 

todos esenciales para codificar los componentes de los módulos enzimáticos de la 

nitrogenasa (Johnson et al., 2005; Li et al., 2016). Su presencia sugiere la posibilidad de 
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encontrar otros genes componentes de estos dominios en el genoma, los cuales se 

relacionan con la habilidad del microorganismo para fijar nitrógeno ambiental, determinado 

experimentalmente por el crecimiento de B.subtilis EA-CB0575 en el medio NFb. Sin 

embargo, se hace necesario la evaluación de la fijación por métodos de mayor rigor como 

el método de reducción de acetileno a etileno (Park et al., 2005). Se estableció la presencia 

de genes phyC, que codifican para la producción de fitasas en B.subtilis EA-CB0575, y hay 

reportes de su presencia en B.subtilis 168 (Idriss et al., 2002). Esto se corroboró en las 

evaluaciones bioquímicas para la cepa EA-CB0575, la cual pudo crecer en medio con roca 

fosfórica y arrojó resultados positivos en la prueba del azul de molibdato. La cepa tipo no 

creció en el medio, ni arrojó resultados positivos en el test enunciado; indicando que 

posiblemente los genes phyC no se expresan, a pesar de estar presentes en el genoma. 

Adicionalmente se encontró que B.subtilis EA-CB0575 posee la maquinaria para producción 

de 2,3-butanodiol y acetoína, pero esto no se corroboró a nivel in vitro.  

Se realizó la caracterización de las regiones que codifican para las NPRS´s del tipo LPs, 

empleando las cepas B. amyloliquefaciens FZB42 y B.subtilis 168 como referencia. Se 

determinó que en el genoma de B.subtilis EA-CB0575 existen regiones homólogas a las 

que codifican para las NRPS´s de surfactinas y fengicinas. No se encontraron las regiones 

codificantes para producción de iturinas, coherente con lo determinado experimentalmente 

(Villegas-Escobar, 2012). Se evaluó la producción de estos LPs en medio MOLP empleando 

HPLC y espectrometría de masas, determinando la producción de surfactinas C12 a C16; 

además de fengicinas A (C14, C15, C16, C17) y B (C16 y C17). Para las cepas referencia 

también se determinó la presencia de los loci para producción de surfactinas y fengicinas 

pero no se hizo la evaluación in vitro. Diferentes reportes indican que estos compuestos no 

son detectados en los cultivos in vitro de la cepa B.subtilis 168 debido a una mutación en el 

gen sfp, lo cual afecta la producción de surfactinas (Chen et al., 2007). Para la cepa FZB42 

se encontró el loci que codifica la producción de NRPS´s de iturinas; y a nivel experimental 

se ha determinado la producción in vitro de las tres familias de LPs (Koumoutsi et al., 2004).  

B.subtilis EA-CB0575 presenta mayor cantidad de elementos insertados en el genoma que 

las referencias, posiblemente por su carácter silvestre y la domesticación de la cepa 

referencia 168 (Veening et al., 2006). Además, 3,9% de su genoma está asociado al 

metabolismo secundario. Sin embargo, su potencial no sólo está relacionado con el número 

de genes involucrados, sino también con los niveles se expresión de estos genes; y para 
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conocerlo se requerirían análisis transcriptómicos. En este mismo proceso se determinó 

que muchos de los clusters génicos que se presentan en la cepa referencia, B. 

amyloliquefaciens FZB42, principio activo de Biomex® y Rhizovital®42, están también 

presentes en la cepa B.subtilis EA-CB0575; lo que hace a esta cepa promisoria para el 

desarrollo de bioinsumos. Las topologías de los árboles filogenéticos obtenidos fueron 

coincidentes y con altos valores de soporte en la mayoría de las ramas (BP:> 75, PP: > 

0.95). Se determinó que la resolución que ofrecen los árboles basados en el gen 16S no es 

suficiente para diferenciar las cepas en el grupo B. amyloliquefaciens, B.subtilis y B. 

licheniformis, probablemente por la alta similitud en las secuencias del gen (Rooney et al., 

2009). Se encontraron dos clados: uno en el que se encuentran B. thuringiensis, B. 

anthracis, B. cereus, B. mycoides y B. weihenstephanensis, grupo con Bacillus spp. 

patogénos de diversos hospederos y un segundo clado formado por B. pumilus, B. 

licheniformis, B.subtilis y B. amyloliquefaciens, todos presentes en suelo. B. 

amyloliquefaciens y B.subtilis se diferencian en clados hermanos bien resueltos, 

independientes de B. licheniformis, lo que no sucedía con claridad en la filogenia inferida 

sólo con información del gen ribosomal 16S (Anexo III).  

En la evaluación de promoción de crecimiento en planta se determinó el potencial PGPR 

de B.subtilis EA-CB0575 y la cepa tipo B.subtilis 168 en plantas de tomate. Se encontró un 

mejor desempeño de los microorganismos de la especie B.subtilis que B. amyloliquefaciens 

para promover el PST de la planta, con porcentajes de aumento respecto al control entre 

25,4 y 34,6%, respectivamente. La cepa B. amyloliquefaciens no presentó diferencias con 

el control, sin embargo, esta cepa ha sido reportada como promotora de crecimiento por 

medio de mecanismos indirectos de promoción como el biocontrol (Chowdhury et al., 2015). 

2.6 Conclusión 

B. subtilis EA-CB0575 es potencial PGPR debido a su capacidad genómica y fenotípica 

relacionada con los mecanismos de promoción de crecimiento vegetal. Su genoma fue 

ensamblado en este proyecto en 16 contings, y se realizaron análisis de los genes 

presentes en su genoma relacionados con los mecanismos de promoción de crecimiento 

vegetal, encontrando genes relacionados a la producción de AIA, sideróforos, fijación de 

nitrógeno, solubilización de fosfatos, producción de LPs y de acetoína y 2,3 butanodiol. Los 

análisis bioquímicos permitieron determinar la posibilidad del microorganismo para 
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producción de LPs de las familias de las surfactinas (surfactinas C12, C13, C14, C15 y 

C16), fengicinas A (C14, C15, C16, C17) y fengicinas B (C16 y C17) y corroborar su 

posibilidad para la producción de índoles totales, sideróforos, para solubilizar fosfatos y fijar 

nitrógeno ambiental. Se determinó que el microorganismo tiene un 3,9% de su genoma 

dedicado a la producción de metabolitos secundarios y que filogenéticamente pertenece al 

clado de B. subtilis subtilis. Además se evaluó la promoción de crecimiento en tomate 

inoculando desde semila y sembrando a nivel de invernadero, promoviendo el PST de la 

planta al aplicar las células vegetativas de las cepas EA-CB0575 y 168, ambas B.subtilis.
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3. Promoción de crecimiento en banano y 
tomate por la aplicación de Bacillus subtilis 
EA-CB0575. 

3.1 Resumen 

El uso de microorganismos PGPR es una alternativa para el crecimiento de los cultivos. En 

este capítulo se describe la evaluación del potencial PGPR de B. subtilis EA-CB0575 en 

tomate y banano desde etapas tempranas de desarrollo. Se usaron dos concentraciones 

de B. subtilis (1*107 y 1*108 UFC/mL), dos estructuras microbianas (esporas ó células 

vegetativas) y el material vegetal se sembró en diferentes sustratos. Se encontró que el 

microorganismo promueve el crecimiento en las dos especies vegetales, con resultados 

positivos en ambas concentraciones y estructuras celulares. Los porcentajes de aumento y 

las variables con respuesta exitosa pueden variar en los diferentes experimentos, pero el 

aumento del peso seco total (PST) fue consistente entre ensayos. En tomate se encontró 

un aumento del índice de vigor y porcentaje de germinación de las semillas y un mayor PST 

de las plantas inoculadas en medio Murashige-Skoog sólido (MS(s)), con porcentajes de 

aumento globales entre 17,4% - 30,6%. En MS(L) se determinaron aumentos de longitud 

aérea (LA) y PST entre 10,7% - 69,3% respectivamente; y en sustrato suelo se encontró 

que las células vegetativas a 1*108 UFC/mL aumentan el PST; con aumentos entre 82,4% 

y 104,6% en dos suelos evaluados, uno con alta y otro con baja cantidad de materia 

orgánica. En banano, la inoculación promueve el crecimiento en invernadero a los 120 DDI 

(días después de inoculación) con aumentos medios del 11% en PST. A nivel in vitro hubo 

diferencias a los 30 DDI en medio MS(L), en el PFT. Se determinó que la aplicación del 

microorganismo desde etapa in vitro (en medio MS(s) y MS(L)) favorece el crecimiento del 

banano en invernadero, mejorando la LA, PST y NH. Esto sugiere que el microorganismo 

podría emplearse como principio activo de un inoculante en ambos cultivos, mejorando su 

crecimiento y desarrollo. 

3.2 Introducción 

Los géneros Bacillus y Clostridium son parte de la familia Bacilliaceae y tienen la capacidad 

de formar esporas bacterianas, las cuales son resistentes a condiciones de estrés y 
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permiten la supervivencia del microorganismo. La diferencia entre estos dos géneros radica 

principalmente en sus requerimientos de oxígeno, ya que Bacillus está conformado por 

organismos anaerobios facultativos (Nakano & Zuber, 1998), mientras que Clostridium son 

anaerobios estrictos (Turnbull, 1996). B.subtilis es una especie del género Bacillus, 

considerada modelo para estudios de diferenciación celular, esporulación y germinación de 

las esporas, y se emplea como principio activo para el desarrollo de productos 

biotecnológicos debido a que las esporas facilitan la producción de formulados sin afectar 

significativamente la viabilidad celular en el tiempo; y al germinar se convierten en células 

vegetativas metabólicamente activas (Toyota, 2015).  

Las esporas de Bacillus son estructuras altamente organizadas, conformadas por una serie 

de capas (exosporium, saco de la espora, membrana interna, cortex, pared celular y 

membrana externa) que recubren el material genético, núcleo, ribosomas, enzimas y la 

poca agua disponible, con el fin de protegerlos y permanecer en dormancia. Pero cuando 

existen los estímulos adecuados, desencadenan el proceso de germinación y se convierten 

en células vegetativas (Setlow, 2014). Los estímulos que activan su germinación no se han 

dilucidado completamente, pero se sabe que los aminoácidos L-alanina, L-valina y L- 

asparagina son activadores (Ghosh & Setlow, 2010). Sus células vegetativas en cambio, 

son metabólicamente activas y podrían llegar a esporular en caso de que existan 

condiciones adversas que no permitan su actividad (Branda et al., 2001). Para la producción 

de este tipo de estructuras se emplean medios de cultivos diferentes. Existen reportes de 

medios de cultivos diseñados para la producción de esporas de Bacillus (Chen et al., 2010; 

Monteiro et al., 2005; Posada-Uribe et al., 2015) en los que se emplean sales y compuestos 

implicados en la cadena de señalización para la producción de esporas (Errington, 2003), 

y posteriormente se realiza un choque térmico de los cultivos con el fin de seleccionar sólo 

las esporas presentes (Turnbull et al., 2007). Para la obtención de células vegetativas se 

emplean cultivos con alta concentración de nutrientes, los cuales mantienen 

metabólicamente activas las células (Sella et al., 2014).  

Tanto esporas como células vegetativas de Bacillus han sido evaluadas en conjunto para 

promoción de crecimiento en diversos cultivos a nivel de invernadero y campo (Adesemoye 

et al., 2008; Jetiyanon & Plianbangchang, 2010; Jetiyanon et al., 2008). Sin embargo, poco 

se conoce de la promoción de crecimiento al aplicar estas estructuras por separado, ó en 

diferentes concentraciones (Hassen & Labuschagne, 2010; Kavino et al., 2010; Yuan et al., 
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2013). Adicionalmente, hay mucho por indagar sobre los resultados de promoción en 

diferentes sustratos a nivel in vitro, en invernadero ó en campo. Existen algunos estudios 

evaluando medios como Murashige and Skoog (MS), arena, vermiculita, perlita (Huang et 

al., 2015; Taulé et al., 2016) ó solución de Hoagland (Chen et al., 2016; Majeed et al., 2015), 

pero la mayoría de trabajos emplean suelo en condiciones de invernadero. El estudio de 

diferentes sustratos en diferentes etapas de producción de los cultivos, las diferentes 

concentraciones de aplicación y el tipo de estructura bacteriana a inocular es de interés 

debido a que se ha encontrado una baja reproducibilidad en las evaluaciones con PGPR´s 

(Khalid et al., 2004) y en la medida que se conozca cómo afectan estos factores el éxito de 

la promoción, se tendrá mayor comprensión de la interacción planta-PGPR; con miras a la 

estandarización de los procesos y predicción de los resultados en diferentes condiciones 

de aplicación.  

Este capítulo presenta el potencial promotor de crecimiento de B.subtilis EA-CB0575 en 

dos cultivos de interés económico: banano y tomate. Para ello se evalúa la aplicación del 

microorganismo a nivel de invernadero en suelo, e in vitro en medio MS(s) y MS(L). Se 

emplearon las células vegetativas ó esporas del microorganismo y en algunos casos, dos 

concentraciones de aplicación (107 y 108 UFC/mL), con el fin de determinar el efecto de la 

inoculación de cada estructura y de la concentración del microorganismo en la promoción 

de crecimiento. Finalmente, se realizaron evaluaciones en banano inoculando el 

microorganismo desde medio in vitro MS, llevando posteriormente las plantas a etapa de 

enraizamiento e invernadero; para determinar el efecto de la aplicación del microorganismo 

en etapas tempranas de desarrollo. 

3.3 Materiales y métodos 

3.3.1 Microorganismo y condiciones de cultivo  

Se empleó el microorganismo B.subtilis EA-CB0575 aislado de la rizósfera de banano 

variedad Valery por Ramírez, 2012. Esta bacteria se cultivó en medio SBM (1,04 g/L de 

C6H12O6; 0,59 g/L de FeSO4*7H2O; 6 g/L de KH2PO4; 5 g/L de extracto de levadura LP0021T 

Oxoid; 3 g/L de peptona especial LP0072B Oxoid y 0,01 g/L de NaCl) (Posada-Uribe et al., 

2015) para la producción de esporas, y en medio TSB (105459, Merck) para la producción 

de células vegetativas. La producción de biomasa se realizó transfiriendo dos colonias de 
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B.subtilis EA-CB0575 en medio TSA x 0,5 (105458, Merck) a un volumen de medio del 20% 

del volumen total del Erlenmeyer e incubando a 24 o 72 h para la producción de células 

vegetativas y esporas respectivamente, en ambos casos a 150 rpm y 30°C.  

3.3.2 Material vegetal y condiciones de cultivo 

Las evaluaciones en tomate (Lycopersicum esculentum) variedad Chonto-Santa Cruz se 

realizaron empleando semillas marca Rancho Los Molinos para los ensayos realizados en 

sustrato con baja cantidad de materia orgánica y semillas de la misma variedad de la marca 

Agrosemillas para las evaluaciones en sustrato con alta cantidad de materia orgánica. Estas 

se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 5% por 10 min, seguido de dos lavados con 

agua destilada estéril (ADE) y posteriormente etanol al 70 % por 3 min. Se aplicó vacío al 

sistema (-100 KPa) y se realizaron tres lavados con ADE. Una muestra de 10 semillas 

desinfectadas se dispuso en la superficie de una caja Petri con medio TSA x 0,5 para 

determinar la presencia de contaminación en el lote de semillas; la ausencia de crecimiento 

de microorganismos indicó una buena desinfección. Las otras semillas se estratificaron 

sumergiendo en ADE y llevando a 4°C por 24 h, para emplearse en las diferentes 

evaluaciones. Para las evaluaciones en suelo con baja materia orgánica se empleó una 

cámara microclimática (Conviron 125 L, Mani-Toba, Canadá) a temperatura media de 30°C 

y una humedad relativa del 70%. Las evaluaciones en suelo rico en nutrientes se realizaron 

en el invernadero de la Universidad EAFIT, Medellín, Colombia con condiciones variantes 

de acuerdo al clima de la zona, las condiciones medias fueron: temperatura de 22-30 °C, 

fotoperiodo 12/12 h y humedad relativa media de 65%. Para las evaluaciones a nivel in vitro 

se empleó el cuarto de cultivo del Laboratorio de Biotecnología de la Universidad EAFIT, a 

a 23°C para tomate, con un fotoperiodo de 12h/12h. 

 

Para las evaluaciones en banano (Musa AAA) se emplearon plantas producidas desde 

meristemos de la variedad Williams por Meristemos de Colombia. Dependiendo del tipo de 

evaluación, se trabajó con estas plantas en dos etapas de desarrollo diferentes: Las 

evaluaciones en suelo a nivel de invernadero emplearon plantas en etapa de 

endurecimiento en una mezcla de turba-suelo (con aproximadamente un año de desarrollo 

desde meristemos) y las evaluaciones a nivel in vitro en medio MS (Murashige & Skoog, 

1962). Se emplearon plantas provenientes de meristemos en etapa de enraizamiento y aún 

en medio MS (entre 9-10 meses de desarrollo). Las condiciones del invernadero donde se 
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dispusieron los ensayos son las mismas enunciadas para los ensayos en tomate y para las 

evaluaciones a nivel in vitro se empleó el cuarto de cultivo del Laboratorio de Biotecnología 

de la Universidad EAFIT, a 30°C para banano, con un fotoperiodo de 12h/12h. 

3.3.3 Sustratos empleados 

Para los cultivos en suelo se emplearon dos sustratos para las evaluaciones en tomate: un 

sustrato comercial del Vivero Tierra Negra compuesto por 76% arena, 22% limo y 2% arcilla. 

De estas proporciones el 17% corresponde a materia orgánica, además este sustrato 

contenía (cantidades en mg/Kg) 8 de P, 33 de S, 71 de Fe, 5 de Mn, 3 de Cu, 7 de Zn, 0,18 

de B, 118 de Ca, 65 de Mg, 17,6 de K y 1,7 de Na y pH 6,7. Este sustrato se mezcló en una 

proporción 4 partes de suelo por 1 de cisco. Se empleó además un sustrato de desierto 

(suelo árido) compuesto por (cantidades en mg/ kg de suelo seco): 3750 de Ca, 790 de Na, 

750 de Mg, 2300 de N, 1000 de P, 100 de ortofosfato, 500 de K; 0,74 de Cu; 0,77 de Zn; 

3,85 de Fe; 55 de Mn, 0,4% de materia orgánica; 12000  de sólidos totales disueltos, una 

conductividad de 2400 MS/cm; 5,3 g de C/Kg; 18,6 de C inorgánico/Kg  y pH 6,8 sin mezcla 

(análisis de suelos en Anexo IV). Para las evaluaciones en banano se empleó el sustrato 

comercial Vivero Tierra Negra enunciado y mezclado como se explicó previamente. Para 

los cultivos in vitro se empleó medio MS(s) compuesto por 4,33 g/L de mezcla de sales para 

MS (M524 Phytotech Laboratories) y 5 g/L de bactoagar (064010023 BD Becton Dickinson 

Company, USA) a pH de 5,7 y sin adición de fuente de carbono. Para los cultivos en medio 

MS(L) se empleó la mezcla de sales en la misma cantidad, sin adición de agar, al mismo pH 

y sin adición de agar. Para este último caso se usaron 9 g de perlita estéril por recipiente 

de 500 mL. 

 

3.3.4 Evaluación de promoción de crecimiento de B.subtilis EA-
CB0575 en tomate  
Las evaluaciones en tomate incluyeron 4 tipos de experimentos: 1) en suelo con alta 

cantidad de materia orgánica a nivel de invernadero, 2) en suelo con baja cantidad de 

materia orgánica en cámara de crecimiento, 3)  a nivel in vitro en medio MS(s) y 4) in vitro 

en MS(L). Las evaluaciones se realizaron en diferentes sustratos con el fin de determinar si 

el microorganismo promueve el crecimiento al cambiar el sustrato de trabajo. En todos los 

casos, los ensayos emplearon el material vegetal desde semillas estratificadas y se empleó 
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un diseño de experimentos completamente aleatorio (DCA) cuyo factor de estudio fue el 

tratamiento evaluado. 

 Evaluación en suelo a nivel de invernadero/ cámara microclimática.  

Las semillas se inocularon empleando los siguientes tratamientos: esporas a 1*108 UFC/mL 

y a 1*107 UFC/mL, células vegetativas a 1*107 UFC/mL y a 1*108 UFC/mL, y control sin 

inoculación, sumergiéndolas por 1 h en las suspensiones respectivas y empleando ADE 

para el control. Posteriormente se secaron por 20 min en la cámara de flujo y se procedió 

a la siembra en el sustrato. Las plantas obtenidas se fertilizaron con 15-15-15 a nivel edáfico 

y Wuxal tapa negra 1 cc/L cada mes. Para el ensayo con baja concentración de materia 

orgánica (2 meses de duración) se realizaron dos evaluaciones en tiempos independientes 

(julio y agosto de 2014) en cámara microclimática. Para el ensayo en suelo con alta cantidad 

de materia orgánica se realizaron dos evaluaciones (diciembre de 2014 y mayo de 2015) 

con duración de 1 mes cada uno en invernadero. Las variables de respuesta evaluadas 

fueron longitud de la planta (LA), diámetro de la planta (DP), peso seco aéreo (PSA), peso 

seco radical (PSR) y peso seco total (PST). Se emplearon 10 unidades experimentales por 

tratamiento en ambos casos. 

 Evaluación en sustrato MS(s) ó MS(L) a nivel in vitro 

Se determinó el porcentaje de germinación y vigor de semillas con y sin aplicación del 

microorganismo. Las semillas se inocularon con los tratamientos enunciados previamente 

para los ensayos en suelo y se sembraron en cajas de Petri de 100*15 mm, se dispusieron 

alineadas en el centro de la caja de Petri con medio MS(s) y se incubaron en oscuridad con 

45° de inclinación. Transcurridos 7 d se determinó el porcentaje de germinación, el índice 

de vigor (VI) y el índice de germinación (GI) de las semillas, de acuerdo a las ecuaciones 

3-1 y 3-2. Cada tratamiento se realizó con 8 unidades experimentales y cada unidad 

experimental con 10 semillas. 

= ( ∗ )    Ecuación 3-1.           = ( )       Ecuación 3-2.  

Donde   es el índice de vigor,   es la Longitud de la plántula,  es el índice de germinación,   es 
el número de semillas germinadas, y   es el tiempo de evaluación de la germinación.  

Para evaluar el efecto de B.subtilis EA-CB0575 sobre el crecimiento de las plantas, se 

inocularon las semillas con esporas ó células vegetativas del microorganismo a 1*108 
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UFC/mL y se sembraron en frascos de 500 mL con 100 mL de medio MS(s) o con 100 mL 

de medio MS(L) más 9 g de perlita estéril y se sellaron con papel parafilm. Se emplearon 6 

semillas por frasco y 8 frascos por tratamiento. Las plántulas se evaluaron luego de un mes 

de crecimiento a nivel in vitro. Se realizaron 3 evaluaciones en tomate en medio MS(s) y 3 

evaluaciones en medio MS(L). Se evaluaron las variables de respuesta LA, Dp y el PST. 

3.3.5 Evaluación de promoción de crecimiento de B.subtilis EA-
CB0575 en banano. 
Las evaluaciones en banano comprendieron 5 tipos de experimentos diferentes: 1) en suelo 

a nivel de invernadero, 2) a nivel in vitro en medio MS(s), 3) a nivel in vitro en MS(L), 4) una 

evaluación inoculando desde etapa in vitro en medio MS(s), posterior paso a etapa de 

enraizamiento y luego paso a invernadero; 5) una evaluación como la previamente 

enunciada pero empleando medio MS(L) a nivel in vitro. El diseño estadístico evaluado fue 

un DCA (Diseño completamente aleatorio) con el tratamiento evaluado como factor de 

estudio. 

 Evaluaciones en suelo a nivel de invernadero 

Las plantas provenientes de cultivo de meristemos se inocularon sumergiendo sus raíces 

por una hora en los tratamientos: esporas a 1*108 UFC/mL, esporas a 1*107 UFC/mL, 

células vegetativas a 1*108 UFC/mL, células vegetativas a 1*107 UFC/mL y control sin 

inoculación (ADE estéril); se llevaron a una agitación de 100 rpm en un shaker y se 

sembraron en el sustrato tierra negra. Las plantas obtenidas se fertilizaron con 15-15-15 a 

nivel edáfico 1 g/planta y Wuxal tapa negra 1 cc/L cada mes. El ensayo tuvo una duración 

de 4 meses, y se realizaron tres evaluaciones en tiempos independientes (Mayo de 2014, 

Enero de 2015 y Enero de 2016). Las variables de respuesta evaluadas fueron LA, 

perímetro de la planta (Ppl), número de hojas (NH), PSA, PSR y PST. Se usaron 15 

unidades experimentales por tratamiento. 

 Evaluaciones a nivel in vitro en sustrato MS(s) ó MS(L) 

Las plantas se inocularon con el microorganismo sumergiendo las raíces en la suspensión 

bacteriana por 1 h, las plantas control se sumergieron en ADE, se secaron y sembraron en 

medio MS(s) o MS(L) y se sellaron con papel parafilm. 30 DDI se evaluaron las variables de 

respuesta LA, Ppl, PFA, PFR, PFT, PSA, PSR, PST y NH. Se usaron 8 unidades 
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experimentales por tratamiento y cada unidad con 2 plántulas.  Los ensayos se repitieron 3 

veces en tiempos independientes tanto en MS(s) como en MS(L). 

 Evaluación con inoculación en etapas tempranas y seguimiento hasta 
crecimiento a nivel de invernadero 

Con el fin de determinar el efecto de la inoculación de B. subtilis EA-CB0575 desde etapas 

tempranas del desarrollo de plantas de banano sobre el crecimiento vegetal a nivel de 

invernadero, se aplicó la cepa EA-CB0575 en plantas provenientes de meristemos, las 

cuales se sembraron a nivel in vitro en medio MS(s) y MS(L). Para ello, las plántulas se 

sumergieron en las suspensiones bacterianas correspondientes a los tratamientos esporas 

y células vegetativas a 1*108 UFC/mL por 1 h, se secaron y sembraron en medio MS(s) o 

MS(L) según el caso. Treinta DDI se trasplantaron a bandejas de enraizamiento con una 

mezcla de turba: suelo (1:1) por 30 días. Posteriormente, se trasplantaron a bolsas con 3 

kg de sustrato comercial y permanecieron en evaluación por 4 meses, bajo las condiciones 

ambientales del invernadero, previamente mencionadas (Figura 3-1). En todos los casos, 

las plántulas se dispusieron aleatoriamente en la zona de crecimiento y en el invernadero.  

Figura 3-1. Proceso de evaluación de plantas de banano desde nivel in vitro hasta final de 
la etapa de invernadero 

 

Las plantas se evaluaron en cuatro tiempos: primero en el momento de la siembra in vitro, 

cuando se pasaron de medio MS in vitro a bandejas de enraizamiento (30 DDI), a los 30 d 

en bandejas (60 DDI), y finalmente luego de 4 meses de crecimiento de las plantas en 

invernadero (180 DDI). Estas evaluaciones se repitieron dos veces en tiempos 

independientes, tanto para MS(s) como para MS(L) (Marzo y Mayo de 2016). Las variables 

de respuesta fueron las previamente enunciadas para las evaluaciones en invernadero en 

banano. Se emplearon 24 unidades experimentales por tratamiento.   



Capítulo 3 82

 

  

3.3.6 Análisis estadístico 

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos fueron analizados estadísticamente por 

medio de un análisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 90% para las 

evaluaciones en suelo y del 95% para las evaluaciones a nivel in vitro. Se verificaron los 

supuestos del ANOVA por medio del test de Shapiro Wilks y Kolmogorov para el supuesto 

de Normalidad, el test de Bartlett’s y Cochran para homocedasticidad y la gráfica de 

residuos vs. orden de corrida para el supuesto de independencia. La diferencia entre las 

medias de los tratamientos fue evaluada con un análisis de rangos múltiples por medio de 

la prueba LSD y se realizó un análisis de diferencias de medias entre el control y los 

diferentes tratamientos empleando la prueba de Dunnet en el software R.  

 

3.4 Resultados 

3.4.1 B. subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de plantas de 
tomate a nivel de invernadero e in vitro 

Con el fin de evaluar el efecto de B. subtilis EA-CB0575 en la promoción de crecimiento de 

tomate, se realizaron evaluaciones aplicando la rizobacteria en forma de células vegetativas 

o esporas, a diferentes concentraciones y en sustratos diferentes (sustrato con alta cantidad 

de materia orgánica, con baja cantidad de materia orgánica, medio MS(s), medio MS(L)).  

 Evaluación de la promoción de crecimiento en suelo con alto/bajo contenido 
de materia orgánica. 

Cuando se evaluó la aplicación de B. subtilis EA-CB0575 en suelo con alto contenido de 

materia orgánica, se encontró que Bacillus en forma de células vegetativas promovió 

significativamente el PST y PSA de las plantas de tomate 60 DDI cuando se aplicó en las 

semillas de tomate a 1*108 UFC/mL (Figura 3-2A). Se alcanzaron aumentos de 82,5% y 

90,9% respectivamente, con relación al control no inoculado. Las variables PSR, LA y NH 

no fueron afectadas significativamente por la aplicación de B. subtilis EA-CB0575. Por otro 

lado, en el suelo árido con baja cantidad de materia orgánica, se determinó que LA y PST 

de las plantas inoculadas con el microorganismo en forma de células vegetativas a una 

concentración de 1*108 UFC/mL aumentaron significativamente a los 30 DDI; con 
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porcentajes de aumento de 104,6 y 31,8% respectivamente, con relación el control (Figura 

3-2B).  

Figura 3-2. Efecto de diferentes concentraciones de esporas y células vegetativas de B. 
subtilis EA-CB0575 en el crecimiento de plantas de tomate en sustratos con A) alto 
contenido de materia orgánica después de 60 DDI y B) bajo contenido de materia orgánica 
después de 30 DDI.  

 

 

Los datos son los promedios de 2 evaluaciones en tiempos diferentes (cada uno con n = 10). Letras diferentes 
corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (A. PSA valor-P=0,0627; PST 
valor-P= 0,0524; B. LA valor-P=0,002, PST valor-P=0,0227). Los asteriscos corresponden a los tratamientos 
con diferencias significativas con el control agua por el test de Dunnett, con 90% de confianza.  

 Evaluación a nivel in vitro en medio MS(s) 

Se determinó que la aplicación de la cepa B. subtilis EA-CB0575 aumenta 

significativamente el porcentaje de germinación y vigor de las semillas de tomate y el 

crecimiento de la planta en PST y LA en medio MS(S) (Figura 3-3B). El porcentaje de 

germinación de las semillas aumentó al aplicar esporas a una concentración de 1*107 y 

1*108 UFC/mL, y con células vegetativas a 1*108 UFC/mL, con un porcentaje de aumento 

entre 17,4 y 30,6%, con relación al control sin inoculación. 
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Figura 3-3. Efecto de diferentes concentraciones de esporas y células vegetativas de 
B.subtilis EA-CB0575 en A) la germinación e índice de vigor de las semillas de tomate y B) 
en la promoción de crecimiento de tomate a nivel in vitro en medio MS(s) 30 DDI.   

 

 

Los datos son los promedios de 3 evaluaciones en tiempos diferentes (cada uno con n = 8). Se emplearon 10 
semillas por unidad experimental. Letras diferentes corresponden a tratamientos con diferencias significativas 
de acuerdo al test LSD (A. Porcentaje de germinación valor-P=0,0301, índice de vigor valor-P=0,035 B. LA: 
valor-P=0,0245; PST: Valor-P=0,004). Los asteriscos corresponden a los tratamientos con diferencias 
significativas con el control agua por el test de Dunnett. Se empleó un 95% de confianza. Los resultados 
corresponden a datos obtenidos a los 15 DDI para las evaluaciones de germinación y a los 30 DDI para 
promoción de crecimiento.   

Al evaluar el índice de vigor de las semillas inoculadas frente a las no inoculadas se 

encontraron aumentos significativos al aplicar células vegetativas a 1*108 UFC/mL y 

esporas a la menor concentración. La cepa EA-CB0575 en forma de células vegetativas y 

esporas a 1*107 UFC/mL incrementó significativamente LA con aumentos medios del 

15,1%, mientras que el PST presentó aumentos promedio de 36,7%% con diferencias 

significativas con el control. Se determinaron además diferencias significativas en LR de las 

plantas inoculadas con dos tratamientos: Esporas 1*107 UFC/mL y vegetativas 1*108 

UFC/mL (Anexo V), sin embargo, PSR no presentó diferencias entre los tratamientos. 
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 Evaluación a nivel in vitro en Medio MS(L) empleando soportes inertes. 

Al evaluar el efecto de la inoculación de la bacteria en semillas de tomate en un sistema 

hidropónico con medio MS(L) se determinó que existen diferencias significativas entre los 

tratamientos respecto al control en las variables LA, PSA, PSR y PST (Figura 3-4, Anexo 

V). Los porcentajes de aumento globales de las diferentes variables evaluadas estuvieron 

entre 10,7 y 69,3%.  

Figura 3-4. Efecto de diferentes concentraciones de esporas y células vegetativas de 
B.subtilis EA-CB0575 en el crecimiento de plantas de tomate en medio MS(L). 

 

Los datos son los promedios de 2 evaluaciones en tiempos diferentes (cada uno con n=5). Letras diferentes 
corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (LA valor-P=0,0001, PST 
valor-P=0,0257). Los asteriscos corresponden a los tratamientos con diferencias significativas con el control 
agua por el test de Dunnett, ambos con 95% de confianza. Los resultados corresponden a datos obtenidos 30 
DDI.   

3.4.2   B.subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de banano y 
puede emplearse desde etapa in vitro para mejorar el crecimiento 
en invernadero 

Con el fin de evaluar el efecto de B.subtilis EA-CB0575 en la promoción de crecimiento de 

banano, se realizaron evaluaciones aplicando la rizobacteria en forma de células 

vegetativas o esporas a diferentes concentraciones y en diferentes etapas de crecimiento 

de la planta (invernadero e in vitro) y se realizó una evaluación completa donde se 

inocularon las plantas desde etapas tempranas de desarrollo a nivel in vitro, posteriormente 

se realizó el paso a bandejas de enraizamiento y luego a bolsas en invernadero.  
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 Evaluación de la promoción de crecimiento de banano en suelo a nivel de 
invernadero. 

Al aplicar B.subtilis EA-CB0575 a las raíces de plantas de banano a nivel de invernadero, 

se encontró un incremento significativo del PSR y PST después de 4 meses de aplicación 

(Figura 3-5). El PST se incrementó en promedio un 10,6 % al inocular la cepa en forma de 

células vegetativas o esporas en ambas concentraciones, respecto al control. Por otro lado, 

el PSR se incrementó en promedio un 15,5 % al inocular células vegetativas o esporas a 

una concentración de 108 UFC/mL. 

Figura 3-5. Efecto de diferentes concentraciones de esporas y células vegetativas de 
B.subtilis EA-CB0575 en el crecimiento de plantas de banano en sustrato comercial a nivel 
de invernadero a los 120 DDI. 

 

Los datos son los promedios de 3 evaluaciones en tiempos diferentes (cada uno con n = 15). Letras diferentes 
corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (PST valor-P=0,0052; PSR 
valor-P= 0,0224). Los asteriscos corresponden a los tratamientos con diferencias significativas con el control 
agua por el test de Dunnett, ambos con 90% de confianza.  

 Evaluación a nivel in vitro en medio MS(s) 

Para evaluar la promoción de crecimiento de meristemos de banano en etapa in vitro se 

procedió a la aplicación del microorganismo a nivel de raíz empleando esporas o células 

vegetativas de B.subtilis EA-CB0575 a 1*108 UFC/mL en medio MS(s). Se determinó que 

hasta el momento de paso a bandejas con mezcla turba-suelo (30 DDI), no se presentaron 

diferencias significativas en ninguna de las variables evaluadas, aunque si se observaron 

medias superiores, específicamente en LA, para los tratamientos con la aplicación del 

microorganismo (Anexo V).  
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 Evaluación de nivel in vitro en medio MS(L) 

Con el fin de evaluar la promoción de crecimiento in vitro en el sustrato MS(L), se realizó la 

aplicación del microorganismo en las raíces de banano y se procedió como se describió en 

el numeral anterior, con la diferencia que las plantas se sembraron en frascos con perlita y 

medio MS(L). Se determinó que la aplicación del microorganismo favoreció el PFT de las 

plantas con aplicación de las células vegetativas con un aumento de 50,6% respecto al 

control. Adicionalmente, en una de las evaluaciones realizadas se determinó la existencia 

de diferencias significativas en LA de plantas inoculadas respecto al control (Anexo V).  

Figura 3-6. Efecto de la aplicación de B.subtilis EA-CB0575 en forma de esporas o células 
vegetativas a 1*108 UFC/mL en el crecimiento de las plantas de banano en medio MS(L). 

 

Los datos son los promedios de 3 evaluaciones en tiempos diferentes (n= 8).  Letras diferentes corresponden a 
tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (valor-P=0,0243). Los asteriscos 
corresponden a los tratamientos con diferencias significativas con el control agua por el test de Dunnett, ambos 
con 95% de confianza.  

 Evaluación con inoculación en etapas tempranas y seguimiento hasta 
crecimiento a nivel de invernadero 

Con la finalidad de determinar el efecto a largo plazo de la inoculación del microorganismo 

desde etapas tempranas de crecimiento de plantas de banano en medio MS(s), se realizaron 

mediciones de LA, NH y PST en diferentes tiempos (Figura 3-7). Se observó que las plantas 

inoculadas con B. subtilis EA-CB0575 no presentan diferencias significativas con el control 

entre el momento de inicio del ensayo y el primer mes de desarrollo, pero para los dos 

meses (primer mes en bandejas de enraizamiento), se determinaron diferencias en LA y 

NH en los tratamientos con el Bacillus, con aumentos entre 16,7 y 40,4% para LA y entre 

16,7 y 30,1% para NH. 
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Figura 3-7. Efecto de la aplicación de esporas o células vegetativas de B. subtilis EA-
CB0575 en la promoción de crecimiento de plantas de banano inoculadas desde etapa in 
vitro en MS(s) hasta etapa de invernadero. 

 

Los datos son los promedios de 2 evaluaciones en tiempos diferentes (n = 24). Letras diferentes corresponden 
a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (Tiempo 2 meses: LA. Valor-P=0,000; NH. 
Valor-P=0,0007. Tiempo 6 meses: LA. Valor-P=0,096. NH. Valor-P=0,0797. PST. Valor-P= 0,026). Los 
asteriscos corresponden a los tratamientos con diferencias significativas con el control agua por el test de 
Dunnett con 90% de confianza.  

Cuando las plantas alcanzaron 4 meses de desarrollo a nivel de invernadero se realizaron 

las mediciones finales (6 MDI), observando que las plantas donde se habían aplicado la 

rizobacteria en forma vegetativa presentaron una mayor LA y PST que el control sin 

aplicación del microorganismo, con aumentos de 17,1% y 25,1% respectivamente; además 

en este mismo tiempo el NH de las plantas con aplicación de esporas del microorganismo 

presentaron un aumento significativo del 12,9% con el control. Se realizó una evaluación 

con las mismas especificaciones que el ensayo anterior, pero se cambió el medio a MS(L) y 

se realizaron evaluaciones en los mismos tiempos y para las mismas variables de respuesta 

(Figura 3-8). Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos a partir de 1 

MDI siendo el tratamiento con aplicación de células vegetativas el que presentó diferencias 

significativas respecto al control con aumentos de 30,9% para LA y 48,9% para el PST. En 

el 2 MDI se determinaron diferencias tanto de las esporas como de las células vegetativas 

en LA, respecto al tratamiento sin aplicación de células, con un aumento promedio de 19,4% 

y de 2,6% en NH cuando se aplicaron las esporas del Bacillus. En la medición final (6 MDI) 
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se determinaron diferencias significativas en los tratamientos con aplicación de esporas en 

las variables LA y PST con aumentos de 15,7% y de 83,6% respectivamente. 

Figura 3-8. Efecto de la aplicación de esporas o células vegetativas de B. subtilis EA-
CB0575 en la promoción de crecimiento de plantas de banano inoculadas desde etapa in 
vitro en MS(L) hasta etapa de invernadero. 

 

Los datos son los promedios de 2 evaluaciones en tiempos diferentes (n=24). Letras diferentes corresponden a 
tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD (Tiempo 1 mes: LA. Valor-P=0,097; NH. Valor-
P=0,0243. Tiempo 2 meses: LA. Valor-P=0,0011. NH. Valor-P=0,0955. Tiempo 6 meses= LA. Valor-P=0,0906 
PST. Valor-P=0,085). Los asteriscos corresponden a los tratamientos con diferencias significativas con el control 
agua por el test de Dunnett, ambos con 90% de confianza. 

3.5 Discusión 

Esta investigación presenta la evaluación de una alternativa biológica para el desarrollo de 

cultivos agrícolas, la cepa evaluada es B.subtilis EA-CB0575, perteneciente a una especie 

bacteriana catalogada como segura y no riesgosa para la salud humana (VKM, 2013). El 

presente trabajo brinda conocimiento sobre el uso de PGPR´s en cultivos perennes como 

banano, y hortalizas como tomate. Se evaluó el cultivo de tomate debido a su importancia 

económica y a que se considera una especie modelo por su simplicidad estructural y el 

corto tiempo requerido para llegar a la madurez (Kimura & Sinha, 2008). Se evaluó también 

el cultivo de banano debido a su impacto en la economía colombiana y a que es uno de los 

sectores de la agricultura que requieren de manera urgente alternativas al consumo de 
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fertilizantes, con el fin de reducir el impacto ambiental del cultivo, económico y social (FAO, 

2011).  

Este trabajo expone los resultados de la evaluación de factores como la estructura 

bacteriana empleada (esporas o células vegetativas), concentración del microorganismo 

(en este caso 1*107 y 1*108 UFC/mL) y el sustrato empleado en el crecimiento de las 

plantas. Se ha reportado que el uso de las PGPR aunque promisorio, también presenta falta 

de reproducibilidad entre evaluaciones; por lo que investigaciones de los factores que 

afecten los resultados obtenidos son de importancia para comprender la relación planta-

PGPR y aportar a la reproducibilidad en los resultados. Son pocas las investigaciones 

reportadas sobre el efecto de diferentes factores sobre las respuestas al usar PGPR en 

diferentes cultivos (Bai et al., 2002; Jetiyanon & Plianbangchang, 2010; Jetiyanon et al., 

2008; Ramirez & Kloepper, 2010) por lo que los resultados aquí determinados se convierten 

en una herramienta en el desarrollo de inoculantes biológicos con la cepa empleada.  

 

Se determinó que las dos estructuras evaluadas pueden promover el crecimiento en los 

cultivos. Esto sugiere que las esporas germinan para estar metabólicamente activas y 

accionar los mecanismos de promoción de crecimiento vegetal mientras que las células 

vegetativas permanecen metabólicamente activas, por lo que tienen una ventaja en la 

generación de mecanismos de promoción de crecimiento. Adicionalmente, las bacterias en 

su forma vegetativa podrían activar sus mecanismos de movilidad para colonizar los tejidos 

(Dietel et al., 2013a). Se determinó que al aplicar 1 *107 ó 1*108 UFC/mL hubo diferencias 

con el control en los ensayos realizados. Sin embargo, 1*108 UFC/mL parece ser la 

concentración del microorganismo más apropiada para aplicar a los cultivos, debido a que 

se evidenciaron resultados exitosos a esa concentración en casi todos los ensayos; además 

que ha presentado resultados exitosos en evaluaciones previas y en otros cultivos (Bai et 

al., 2002; Posada et al., 2016b; Ramirez & Kloepper, 2010). Probablemente se requiera una 

concentración mínima de microorganismos para que se observen diferencias respecto al 

control, lo cual podría deberse a la existencia de un umbral para superar los efectos de los 

microorganismos nativos en la rizósfera y el suelo, y poder competir y expresar sus 

mecanismos de acción. 

 
En este trabajo se obtuvieron resultados de promoción de la germinación y aumento en el 

vigor de las semillas de tomate. Esto podría aprovecharse como valor agregado en la 
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comercialización de semillas inoculadas, las cuales podrían presentar mayor potencial de 

producción, resistencia a condiciones de estrés e incremento en el rendimiento del cultivo 

(Cao et al., 2008).  A su vez, realizar inoculaciones tempranas de los cultivos in vitro para 

mejorar su desarrollo en etapas de enraizamiento e invernadero podría mejorar el desarrollo 

de banano y podría mejorar no sólo el crecimiento sino también la salud de la planta. Se 

determinó promoción de crecimiento del microorganismo en diferentes sustratos evaluados, 

sin embargo no es fácil predecir qué variables serán promovidas o qué porcentajes de 

aumento se obtendrán, esto debido a diferentes interacciones entre los medios,la planta y 

el microorganismo, a la presencia de microbiota nativa y gradientes de nutrientes en el 

sistema. Aunque se han reportado evaluaciones en diferentes medios in vitro como MS, 

Hoagland y Yamazaki (Krimi et al., 2016; Porcel et al., 2014; Vaikuntapu et al., 2014), no se 

han realizado comparaciones del potencial promotor entre medios y en diferentes etapas 

fenológicas de la planta. Se considera que el estado del medio (líquido o sólido) es uno de 

los factores que podrían representar mayor efecto en los resultados cuando las plantas se 

encuentra en etapa in vitro (Del Avila et al., 1996; Hussien et al., 2014), produciendo 

cambios en los mecanismos de movilidad del microorganismo, en su velocidad en la raíz y 

hacia sumideros de nutrientes, afectando su colonización y efectividad de los mecanismos 

de promoción de crecimiento (Gao et al., 2016; Kearns, 2010). 

 

El cultivo de banano presentó resultados exitosos de promoción con la aplicación del 

microorganismo. Sin embargo, la promoción se observa en tiempos superiores a los que se 

requieren para plantas de ciclo corto como tomate, lo cual se ha encontrado también en 

otros trabajos con evaluaciones en tiempos superiores a 90 DDI (Jaizme Vega et al., 2004; 

Kavino et al., 2010; Mia et al., 2010; Mwangi et al., 2013). Los resultados de las 

evaluaciones al aplicar los microorganismos desde etapas tempranas a nivel in vitro indican 

que la presencia de Bacillus genera diferencias en el crecimiento de las plantas en estadíos 

mas avanzados. Esto se ha observado cuando se trabaja con semillas inoculadas (Baris et 

al., 2014; Kuan et al., 2016) o con plántulas inoculadas con las PGPR (Bergottini et al., 

2015; Grobelak et al., 2015) pero no se han encontrado reportes de la aplicación de PGPR 

desde etapas in vitro en meristemos de plantas producidas por cultivo de tejidos, generando 

una propuesta de trabajo que permite mejorar el crecimiento de las plántulas, no sólo a nivel 

in vitro sino también cuando estas se encuentren en condiciones de invernadero.  
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3.6 Conclusión 
 

En conclusión, B.subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de las plantas de tomate 

Chonto y banano variedad Williams al emplear las esporas o células vegetativas del 

microorganismo. Se encontraron resultados promisorios a las dos concentraciones 

evaluadas, pero hubo mejores resultados a la máxima concentración (1*108 UFC/mL). La 

promoción de crecimiento vegetal se presentó en los diferentes sustratos evaluados y con 

un comportamiento diferencial al evaluar los factores de estudio en los diferentes cultivos. 

El microorganismo se considera un potencial principio activo para inoculantes biológicos 

que mejoren el crecimiento y desarrollo vegetal. 
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4.  Bacillus subtilis EA-CB0575: capacidad de 
colonización en la rizósfera de cultivos de 
interés agrícola. 

4.1 Resumen 

Diferentes cepas de Bacillus subtilis son PGPR´s y se emplean como inoculantes biológicos 

en diversos cultivos. La colonización de estos microorganismos en la rizósfera es una de 

las características más importantes para el éxito de las inoculaciones. En este estudio se 

diseñó una sonda dirigida al 16S rRNA de la especie B. subtilis con el fin de detectar a 

B.subtilis EA-CB0575 en muestras de cultivos puros y de raíces de tomate y banano. Con 

el uso de esta sonda por el método de hibridación fluorescente in situ (FISH) fue posible 

diferenciar entre B. subtilis y otras especies del género Bacillus como B. amyloliquefaciens, 

B. cereus, B. gibsonii, B. megaterium, B. pumilus, entre otras, y se podría emplear para la 

detección de microorganismos de esa especie en diversos ambientes. En esta evaluación 

se determinó que B. subtilis EA-CB0575 coloniza las raíces de tomate y de banano cuando 

se inocula como esporas ó como células vegetativas. Se encontró que las esporas 

germinan en la medida que la planta crece debido a que se detectan células vegetativas en 

diferentes momentos de la evaluación y hasta los 30 DDI. En ambos cultivos se evidenció 

la formación de colonias en diferentes regiones de la raíz, además de la presencia de 

estructuras similares a biopelículas, presentándose células embebidas en una matriz 

extracelular. Se observó un aumento en las poblaciones de microorganismos que hibridaron 

en el tiempo, indicando la posible colonización de los tejidos. Se determinó que el método 

CARD-FISH permite mayor detección que FISH, debido a un aumento significativo en la 

fluorescencia de las células en las muestras y por medio de microscopía electrónica de 

barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM) se corroboró la presencia de los 

microorganismos a los 30 DDI para ambos cultivos, y la presencia de estructuras similares 

a biopelículas en las raíces.   

4.2 Introducción 

El éxito de la introducción eficiente de inoculantes biológicos en los cultivos agrícolas 

requiere de su establecimiento, proliferación y actividad en condiciones in situ (Fan et al., 
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2012b; Sørensen et al., 2001). El estudio de la colonización de los microorganismos 

principio activo de inoculantes, genera información sobre los patrones espacio-temporales, 

la formación de biopelículas, presencia de estructuras vegetativas o esporas, la interacción 

del microorganismo aplicado con la microbiota nativa, entre otros; para mejorar el 

desempeño de los microorganismos y mantener su actividad en la planta (Dazzo et al., 

2015). Sin embargo, los estudios sobre colonización de las raíces con aplicación de las 

PGPR´s se han enfocado en microorganismos Gram negativos como Pseudomonas sp. y 

Azospirillum sp., ampliamente empleados para promoción de crecimiento (Guerrero-Molina 

et al; 2011; Buddrus-Schiemann et al., 2010), existiendo menos información disponible para 

el género Bacillus (Dietel et al., 2013).  

La habilidad de una PGPR para colonizar la rizósfera es un proceso multifactorial que 

requiere de su habilidad para iniciar crecimiento en la superficie, invadir tejidos y 

desarrollarse. Este es un proceso simbiótico donde la planta brinda al microorganismo un 

ambiente rico en nutrientes, mientras que la bacteria brinda a la planta protección a 

fitopatógenos, producción de antibióticos, de enzimas y promoción de crecimiento vegetal 

por la producción de hormonas y solubilización de minerales (Reva et al., 2004). Dentro de 

los factores que afectan la colonización de las PGPR se destacan la bioquímica de la raíz 

y de los exudados de la planta, los cuales son quimioatrayentes para los microorganismos 

en la rizósfera (Bais et al., 2006); su capacidad de formación de biopelícula, lo que permite 

su adherencia, superviviencia y almacenamiento de nutrientes en los rizodepósitos 

(Beauregard, 2015); y la presencia de flagelos, la cual brinda una ventaja en el momento 

de la quimióstasis, debido a que favorece movimientos como “swarming” y “swimming”, 

importantes para su reclutamiento (Compant et al., 2010; Gao et al., 2016).  

El proceso de colonización se compone de diferentes etapas, siendo la atracción de los 

microorganismos hacia la raíz la primera y más determinante de ellas (Bais et al., 2006). 

Esta atracción se genera por medio de la quimiotaxis a compuestos como ácidos orgánicos, 

polisacáridos, aminoácidos, entre otros, presentes en las raíces y exudados (Beauregard, 

2015; Zhang et al., 2014). Se ha encontrado que la especie vegetal, la variedad, y la edad 

de la planta son factores que influyen en esta etapa, debido a que los quimioatrayentes que 

la planta produce varían en estas diferentes condiciones (Yuan et al., 2015). Una segunda 

etapa es la nutrición de los microorganismos empleando los compuestos secretados por las 

raíces (Haichar et al., 2008), posteriormente se presenta la formación de biopelículas, las 
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cuales permiten la adherencia de las células a la superficie de la raíz; proceso regulado por 

medio de “Quorum Sensing” (Vlamakis et al., 2013). En el caso de Bacillus, moléculas como 

los polisacáridos, las surfactinas, los péptidos ComX, ComP/ComA y proteínas Rap, son 

inductoras de estas organizaciones celulares (Dogsa et al., 2014). La etapa siguiente 

consiste en la generación de cambios transcripcionales y translacionales sobre diferentes 

microorganismos de la rizófera, debido a diferentes efectores de la planta (Fan et al., 

2012a); y posteriormente se encuentra la estimulación de mecanismos de promoción de 

crecimiento en las bacterias benéficas, debido a las señales que reciben del entorno. Este 

último paso hace referencia a que la presencia de estímulos provenientes de la planta o del 

entorno, inducen en la bacteria la ejecución de los rasgos PGPR, aprovechados por la 

misma planta. 

En estudios realizados para el género Bacillus, se ha determinado que mutaciones en 

genes implicados en la producción de surfactinas, formación de biopelículas, generación de 

movimiento por swarming, entre otros, generan alteraciones en la colonización rizosférica; 

encontrándose que la ausencia de estos potenciales reduce drásticamente la capacidad de 

colonización del microorganismo (Beauregard et al., 2013; Dietel et al., 2013; Gao et al., 

2016), además se han identificado moléculas que la planta produce o que hacen parte de 

su pared celular y que tienen un efecto en la mejora de la colonización por microorganismos 

de este género (Beauregard et al., 2013). En cuanto a sus patrones de colonización 

rizosférica, se han determinado que estos no siguen un comportamiento común en todas 

las plantas (Fan et al., 2012a; Knudsen & Dandurand, 2007), aunque si se ha encontrado 

que las zonas cóncavas de la superficie radical y las intersecciones de las raíz primaria con 

secundarias, son posibles rizodepósitos microbianos (Fan et al., 2012a). Adicionalmente, 

se reporta la detección de microorganismos de este género hasta por 15 DDI en plantas a 

nivel in vitro, empleando diferentes métodos como SEM, inserción de gfp, detección de 

genes reporteros como el LacZ ó DR5: GUS, entre otros, aunque no se ha diferenciado 

entre presencia de células vegetativas ó esporas (Dietel et al., 2013; Oslizlo et al., 2015; 

Ugoji et al., 2005). 

En este estudio, se diseñó una sonda para FISH con variaciones en su extremo 5´ para la 

detección y evaluación de la colonización de B.subtilis EA-CB00575 en la rizósfera de 

tomate y banano, se evaluó la colonización del microorganismo en diferentes sistemas de 

cultivo a nivel in vitro y en suelo, y se determinaron los patrones de colonización del 
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microorganismo en los cultivos evaluados. Este estudio es el primero en evaluar la 

interacción planta-Bacillus PGPR por medio del método de FISH y CARD-FISH, empleando 

una sonda específica para la especie B. subtilis, además es uno de los pocos trabajos de 

colonización reportados para microrganismos Gram positivos empleando métodos de 

hibridación in situ.   

4.3 Metodología 

4.3.1 Diseño de una sonda específica para detección de B.subtilis  

Para detectar la presencia del microorganismo B. subtilis EA-CB0575 en la rizósfera de 

cultivos de interés agrícola por medio del método FISH, se diseñó una sonda de DNA 

dirigida al 16s rRNA del microorganismo. Se empleó una comparación entre las secuencias 

del gen enunciado, para las especies B. amyloliquefaciens y B. subtilis, ambas 

pertenecientes al grupo de B. subtilis y con alta similitud a nivel genómico. Se detectaron 

secciones diferenciales entre las secuencias y se emplearon para el diseño de la sonda. En 

la Figura 4-1 se presenta el gen 16s rRNA de B. subtilis y se marca la zona empleada para 

el diseño de la sonda. Se determinó la secuencia que cubriera mayor cantidad de 

nucleótidos diferenciales y con ella, la secuencia complementaria, correspondiente a la 

empleada para el desarrollo de la sonda. Como criterios del diseño se emplearon los 

definidos por De Muro (2005): una longitud entre 18 - 50 pb, una composición de G-C entre 

40 - 60%, no poseer regiones complementarias en la secuencia, no contener más de 4 

repeticiones de la misma base y una temperatura de fusión de 57°C o mayor. Ante el 

cumplimiento de los requisitos se procedió a la evaluación de una sección de 22 nucleótidos 

(De Muro, 2005; Hugenholtz et al., 2002).  

La sonda denominada Bsub-ss-0463-aA-22A según metodología de Alm et al (1996), se 

depositó en ProbeBase (Loy et al., 2007) y se fabricó en IDT (Integrated DNA Technology, 

Coralville, IA) con marcación en el extremo 5´usando fluoróforos. Para FISH se realizó la 

marcación con el fluoróforo 56-FAM (fluoresceina, de absorción/emisión 495nm/520 nm) 

para una de las versiones, y con Cy3 (cianina,de absorción/emisión 552 nm/565 nm) para 

otra. Para CARD-FISH se marcó el extremo 5´ con HRP (Horse Radish Peroxidase). Las 

sondas se llevaron a una concentración de trabajo de 30 ng/L cuando se empleó Cy3 y de 

50 ng/L cuando se empleó 56-FAM, la solución de las sondas de FISH se realizó 
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empleando buffer TE (10 mM Tris HCl, pH 7.2, 1 mM EDTA). Para la sonda marcada con 

HRP se empleó también una concentración de 50 ng/L y se restituyó en agua ultrapura. 

Las sondas se almacenaron a –20 °C en oscuridad. 

Figura 4-1. Sección del gen 16s rRNA de B.subtilis donde se reportan diferencias entre las 
secuencias de B. amyloliquefaciens y B.subtilis (Reva et al., 2004).  

 

 

*Las flechas indican los nucleótidos diferenciales en esta sección del gen 16S (Posición 465: G cambia por A, 
472: A cambia por G, 483: C cambia por T) entre B. amyloliquefaciens y B. subtilis, respectivamente rRNA (Reva 
et al., 2004).  

4.3.2 Microorganismos y condiciones de cultivo 

La cepa B. subtilis EA-CB0575 descrita en el capítulo 2 numeral 2.3.1, fue cultivada desde 

criovial en medio TSA (105458, Merck), una colonia del cultivo se llevó a medio TSB 

(105459, Merck) y permaneció en agitación a 150 rpm y 30°C por 24 h. Se evaluaron otros 

microorganismos para determinar la especificidad de las sondas en la hibridación (Tabla 

4-1). Aquellos correspondientes a los géneros Bacillus y Paenibacillus se sembraron 

también en medio TSB, a las condiciones previamente enunciadas. Azospirillum brasilense 

Cd y Micrococcus M01 se sembraron en caldo nutritivo (105443, Merck) y se incubaron 

como los otros microorganismos por 48 h. 
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Tabla 4-1. Cepas empleadas en este estudio 

Cepa Especie Fuente de aislamiento Referencia 

EA-CB009 B. pumilus  

 

 

 

 

 

Rizósfera 

 

Urabá, 
Colombia 

 

 

 

 

 

 

Musa 

AAA 

 

var. Gran Enano. 

Colección de bacterias 
aisladas de Musa sp. (EA-CB), 

bajo el registro # 191 del 
Instituto Alexander Von  
Humboldt, Colombia.  

(Posada et al., 2016b) 

 

EA-CB0131 B. cereus var. Valery. 

EA-CB0158 B. amyloliquefaciens 
Musa balbisiana 
(Plátano hartón). 

EA-CB0575 B.subtilis Var. Valery. 

EA-CB0579 B. gibsonii var. Gran Enano. 

EA-CB0686 B. altitudinis var. Gran Enano. 

EA-CB0784 B. megaterium var. Valery. 

EA-CB0959 B. amyloliquefaciens Musa balbisiana 

EA-CB1121 B.subtilis var . Gran Enano. 

EA-CB0015 B.subtilis  

Filósfera 

 

Urabá 

Colombia 

var. Valery  

Colección de bacterias 
aisladas de Musa sp. (EA-CB), 

bajo el registro # 191 del 
Instituto Alexander Von 
Humboldt, Colombia.  

(Ceballos et al., 2012). 

EA-CB0840 P. pasadenensis var. Valery 

EA-CB0888 P. pasadenensis var. Valery. 

168 B. subtilis 
Cultivo de B.subtilis Marburg sometido a 
rayos-X. Bacillus Genetic Stock Center 
(BGCS, Universidad de Ohio, USA): 1A1. 

(Zeigler et al., 2008) 

AB-Cd1 
A. brasilense 

 

Cynodon dactylon. American Type Culture 
Collection (ATCC): 29710. 

(Eskew et al., 1977) 

ES4 B. pumilus 
Cardon. La Paz, BCS, México. Número de 
acceso GenBank : FJ032017 

(de-Bashan et al., 2010) 

FZB42 B. amyloliquefaciens 
Suelo infestado, campo de remolacha 
azucarera. Brandenburg, Alemania.10A6 del 
BGSC (Ohio University, USA) 

(Fan et al., 2012b) 

M01 Micrococcus lylae Bacteria de mangle. La Paz, BCS, Mexico. Colección de 
microorganismos, CIBNOR, 

Mexico. 

 

(Holguin & Bashan, 1996) 

MEG03 B. megaterium Cardon. La Paz, BCS, Mexico. 

MP1AC4 B. cereus Cardon. La Paz, BCS, Mexico. 

NCTC-3610 B.subtilis 
Aislada de sangre de un paciente con 
fenilcetonuria. Reportada por Ehrenberg, 
1835. ATCC: 6051. 

(Nakamura et al., 1999; 
Zeigler et al., 2008) 
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4.3.3 Sondas para FISH 

Con el fin de evaluar la especificidad de la sonda diseñada y detectar el microorganismo de 

estudio en las muestras de raíces se empleó el método de FISH. Para ello se usó la sonda 

Bs575, con variaciones en la marcación en su extremo 5´ (56-FAM, Cy3 ó HRP). También 

se empleó la mezcla equimolar de las sondas EUB338, EUB338 II y EUB338III (EUBMix) 

para la detección general de eubacterias (Daims et al., 1999) y la sonda NON338 como 

control negativo de hibridación (Wallner et al., 1993), todas marcadas en su extremo 5´con 

el fluoróforo Cy3.  

4.3.4 Preparación y fijación de las muestras de cultivos puros 

Las células bacterianas de los cultivos evaluados se centrifugaron a 3250 g por 15 min. Los 

sobrenadantes se descartaron y la biomasa obtenida se lavó dos veces con solución salina 

0,85%. La densidad óptica se ajustó a 1,0 (correspondiente a ~108 UFC/mL para las cepas 

de Bacillus, Paenibacillus y Micrococcus y ~109 UFC/mL para A. brasilense). Los conteos 

se verificaron por el método de plateo por superficie en TSA y agar nutritivo (105450, 

Merck), respectivamente. Las células Gram positivas se fijaron empleando una solución de 

500 μL 0,85% NaCl y 500 μL de etanol al 96% a 4 °C. Las células Gram negativas se fijaron 

en paraformaldehído al 4% (158127, Sigma-Aldrich) y se incubaron por 3 h a 4 °C. Diez μL 

de las células Gram positivas fijadas y 4 µL de las Gram negativas se adicionaron a placas 

portaobjetos previamente gelatinizadas (0,1% w/v gelatina [G2500, Sigma-Aldrich] y 0,01% 

w/v de sulfato cromo-potasio [243361, Sigma-Aldrich]). Las muestras en placa se 

deshidrataron por sumersiones sucesivas en etanol 50, 80, and 96% por 3 min en cada 

solución, y se secaron a 37 °C. Para la permeabilización de las células Gram positivas se 

empleó lisozima (10 mg/mL, L-7651 Sigma-Aldrich,) y las muestras se incubaron a 37°C 

por 20 min, para posteriormente deshidratarlas como se describió previamente; y finalmente 

secarlas a 37°C. Una vez preparadas, se almacenaron a 4°C hasta la hibridación. 

4.3.5 FISH de muestras de raíces provenientes de cultivos de 
tomate y banano a nivel in vitro o en suelo 

 Preparación de raíces que no requieren corte en micrótomo  

Con el fin de detectar la presencia del microorganismo PGPR en las raíces principales de 

tomate o de banano se procedió a separar las raíces completas del sustrato (suelo, 
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vermiculita, medio MS(s) ó MS(L)) y se lavaron con NaCl 0,85%. Posteriormente se fijaron 

con 500 L de etanol 96% y 500 L de NaCl 0,85%, y se llevaron a 4°C por 2 h. Para tomate 

se tomó la raíz primaria y para banano se seleccionó una raíz principal central más joven y 

larga, y se fijaron con agarosa 0,25% a 65°C en las placas previamente gelatinizadas. Las 

placas se secaron a 37°C por 15 min y posteriormente se realizó el proceso de 

deshidratación a 50, 80 y 96% como se explicó previamente para células Gram positivas, 

seguido por la aplicación de lisozima y una nueva deshidratación.  

 Preparación de raíces que requieren corte en micrótomo  

Algunas de las raíces que se requerían visualizar tenían un diámetro superior al sugerido 

para una adecuada observación (mayor a 1 mm de diámetro). Por este motivo se realizaron 

cortes con micrótomo para raíces de banano y ultramicrótomo para semillas de tomate. En 

banano, las muestras de raíces se fijaron en etanol al 96% y NaCl 0,85% por 2 h y se 

dejaron en etanol al 96% por 24 h a 4°C. Posteriormente se llevaron a un procesador de 

tejidos (LEICA, TP1020) donde se realizó una inmersión automática de las muestras en 

gradiente de alcohol isopropílico, xilol y parafina con el fin de realizar la preparación para la 

inclusión. Posteriormente, las muestras se llevaron a casettes de inclusión con Paraplast 

(Leica, 39603002) y se realizaron los cortes en un micrótomo Leica RM2125 RTS 

(Universidad de Antioquia, Laboratorio de Patología, Medellín, Colombia) a un espesor de 

15 m. En tomate, este proceso se realizó a las semillas del tiempo inicial de inoculación 

debido a la dureza e irregularidad de su superficie. Las semillas recién inoculadas se 

embebieron en la resina Technovit H8100 (14654, EMS), según protocolo recomendado 

por el fabricante y posteriormente se realizaron cortes de la muestra a 10 m de espesor 

empleando el ultramicrótomo (EM-UC7 LEICA, del laboratorio de TEM en la SIU de la 

Universidad de Antioquia, Colombia). Los cortes resultantes para ambas plantas se llevaron 

a un baño de agua tibia y se procedió al montaje en placas cargadas (2645, Ossalud). Estas 

placas se calentaron a 65°C por 1 h y posteriormente se llevaron a un baño de xilol por 10 

min. Se repitió la inmersión en xilol limpio y posteriormente se realizó una rehidratación de 

la muestra pasando por etanol al 96, 80 y 70% por 3 min en cada solución. Se realizó la 

aplicación de lisozima e incubación por 20 min a 37°C para posteriormente deshidratar en 

50, 80 y 96% de etanol por 3 min y secar a 37°C.   
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4.3.6 Hibridación de fluorescencia in situ (FISH) 

Para la hibridación se preparó un buffer compuesto de 360 μL 5M NaCl, 40 μL 1 M Tris-HCl 

(10812846001, Sigma-Aldrich) a pH 8,0; 2 μL 10% SDS (0227, Amresco); 700 μL de 

formamida desionizada (F9037, Sigma-Aldrich) y 900 μL de agua ultrapura. La cantidad de 

formamida adicionada y agua dependió de la astringencia de la sonda (en este caso 35%). 

Para la hibridación se adicionó a cada muestra 40 μL del buffer, 4 μL de EUBmix y 10 μL 

de la sonda Bs575 (si estaba marcada con FAM). Cuando se aplicó la sonda Bs575 

marcada con Cy3 (5 L) no se aplicó la sonda EUBmix debido a la imposibilidad de 

contraste. Todo el proceso se desarrolló en oscuridad para reducir el blanqueamiento de la 

muestra. Las placas se colocaron en tubos Falcon de 50 mL con una pieza de papel toalla 

impregnada de buffer de hibridación remanente (cámaras de hibridación) y se llevaron a un 

horno de hibridación (model 5430, VWR International, USA) a 46°C por 2 h.  Posteriormente 

las placas se lavaron con un buffer compuesto por 1 mL 1M Tris-HCl a pH 8,0; 500 μL 0,5M 

EDTA (0105, Amresco) a pH 8,0; 700 μL 5 M NaCl (de acuerdo a la astringencia de 35%); 

50 mL de agua ultrapura y 50 μL de 10% SDS. Los tubos con el buffer se precalentaron a 

48°C en baño María y las placas se sumergieron en los tubos por 15 min. Posteriormente 

las placas se lavaron con agua desionizada a 4°C y se secaron en oscuridad a temperatura 

ambiente. Los experimentos fueron realizados dos veces en tiempos independientes y se 

emplearon dos repeticiones de cada muestra por cepa.  

4.3.7 CARD-FISH (Catalyzed Reporter Deposition) 

Con el fin de mejorar la detección de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces de tomate y banano 

debido a la autofluorescencia de las raíces, se procedió al uso de la metodología de CARD-

FISH empleando el protocolo original de Teira y colaboradores (2004) con modificaciones. 

La sonda empleada fue la previamente diseñada (Bs575 como nombre corto y Bsub-ss-

0463-aA-22A según nomenclatura de las sondas), a la cual en lugar de fluorocromo se le 

realizó una marcación en el extremo 5´ con la enzima Horse Radish Peroxidase (HRP). Una 

vez se hibridó la muestra, se procedió a la amplificación de la señal de hibridación por medio 

de la reacción de la HRP y una tiramida conjugada con un fluorocromo, lo que permite 

aumentar la señal fluorescente. Se emplearon las tiramidas conjugadas con los 

fluorocromos succinimidil-éster Atto-488 (41051, Sigma) con emisión en el verde ( 

Absorción: 501 nm y  emisión: 523 nm.) ó Biotium555 (Biotium, Freemon, CA) con emisión 
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en el rojo ( Absorción: 555 nm y  emisión: 565 nm.), según requerimientos de la muestra. 

La síntesis de la tiramida se realizó según el protocolo original enunciado y, según el 

flurocromo a emplear. El proceso de fijación de la muestra se realizó como se enunció para 

FISH (numeral 4.3.4). La permeabilización e inactivación de peroxidasas se realizó según 

lineamientos del protocolo. Para la hibridación se realizaron las siguientes modificaciones: 

se empleó un buffer de hibridación compuesto por dextran sulfato 10% (D8906, Sigma); 

NaCl 5M 1,8 L; Tris-HCl 1 M 200 L; Tritón X-100 (T8787, Sigma) 5 L; formamida 

desionizada 5,5 mL; Blocking Reagent 10% 1 mL (buffer de ácido maléico 100 mM; NaCl 

150 mM; pH 7,5 y 10% Boehringer Mannheim blocking reagent -Roche, Nr 1096196- 

disueltos hasta 100 mL con ADE a 60°C) y 1,5 mL ADE.  Este buffer se adicionó a las 

muestras en mezcla de 1 parte de sonda-HRP con 20 partes de buffer, cubriendo toda la 

muestra, y se incubaron en cámara de humedad a 35°C por 15 h en oscuridad. Pasado este 

tiempo se lavaron las placas de la siguiente manera: Se preparó un buffer compuesto por 

700 L de NaCl 5M; 1 mL de Tris-HCl 1M pH 8,0; 500 L de EDTA 0,5M pH 8,0; 50 mL de 

agua ultrapura y 50 L de SDS 10%. Este buffer se calentó a 37°C en tubos Falcon al baño 

María y se sumergieron las muestras en las placas por un período de 15 min. 

Posteriormente las placas se secaron a temperatura ambiente y se procedió a la 

amplificación de la señal. Para la amplificación de la señal se procedió según el protocolo, 

pero aumentando el tiempo de incubación de las placas en el buffer de amplificación a 30 

min y a 37°C, para posteriormente proceder a los lavados finales según el mismo 

procedimiento (Teira et al., 2004).  

4.3.8 Visualización de las muestras 

La visualización de las muestras se realizó aplicando dos gotas de citifluor AF-1 (19440, 

Electronic Microscopy Sciences EMS, Hatflied, PA,) tanto a las muestras de FISH, como a 

las de CARD-FISH, y en los casos que se requería determinar los microorganismos totales 

por tinción, se aplicaron dos gotas de DAPI (R37606, Life Technologies) cubriendo 

completamente la muestra y se incubaron a 20°C por 15 min. La visualización se realizó en 

los microscopios AxioScope A.1 Zeiss en la Universidad EAFIT, Medellín, Colombia ó en el 

Olympus BX41 en el CIBNOR, La Paz, México; empleando el objetivo 100X y usando el 

aceite de inmersión para fluorescencia 518 F(444960, Carl Zeiss). Las muestras se 

observaron en los filtros DAPI, FITC y Cy3, de acuerdo a los fluoróforos empleados. El 

procesamiento de las imágenes de microscopía de fluorescencia se realizó en el software 
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Zen 2013 (Blue edition, Carl Zeiss) ó en ImagePro Plus 6,3 (Media Cybernetics, Silver 

SpringMD). Algunas de las muestras de raíces con 15 DDI se visualizaron en el microscopio 

confocal láser Olympus FV1000 (Universidad de Antioquia, Facultad de Biología) 

empleando los filtros Cy3, FITC y DAPI. Las muestras del confocal fueron procesadas 

empleando el FV10-ASW 2.1 Viewer. 

4.3.9 Evaluación de crecimiento e hibridación de B.subtilis EA-
CB0575 en cultivos puros y raíces de banano y tomate en el tiempo 

Con el fin de determinar la presencia de B.subtilis EA-CB0575 se empleó el método FISH 

en diferentes tiempos del cultivo en medio TSB ó SBM. Adicionalmente se determinó el 

crecimiento celular por densidad óptica (=600 nm tomando muestras cada 4 h durante las 

primeras 24 h y posteriormente cada 12 h hasta las 96 h de cultivo. Esta evaluación se 

replicó en dos tiempos independientes para validar los resultados. Para determinar la 

presencia de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces de tomate y banano en el tiempo, se 

inocularon las semillas de tomate/plántulas de banano con las esporas ó células vegetativas 

del microorganismo a 1*108 UFC/mL, y se procedió a la siembra en medio MS(s) como se 

enunció en los numerales 3.3.4 y 3.3.5 del capítulo 3. Se tomaron muestras de las semillas 

ó raíces de tomate y de las raíces de las plántulas de banano cada 5 días durante un mes; 

y se procedió a la fijación de la raíz principal en el caso de tomate, y de una raíz principal 

central en el caso de banano. Posteriormente se realizó el FISH ó CARD-FISH. Para las 

raíces de banano se realizó el procesamiento del tejido e inclusión en parafina, actividades 

que permiten el corte de las muestras en micrótomo, como se enunció en el numeral 4.3.5. 

Una vez cortadas, las muestras se desparafinaron y se procedió a la permeabilización de 

las membranas, deshidratación e hibridación de las muestras.  

Se realizó también la evaluación de la colonización del microorganismo en las plantas de 

tomate o banano sembradas en diferentes sustratos; MS(s), MS(L), vermiculita, suelo con alta 

cantidad de materia orgánica y suelo con baja cantidad de materia orgánica (ver detalles 

en capítulo 3 numerales). En el caso del sustrato vermiculita, que no había sido evaluado 

en otras partes del proyecto, se emplearon 100 mL de vermiculita estéril (Antiguo Mas 

Moderno, Cundinamarca) con 50 mL de medio MS(L). Las raíces de las plantas en los 

diferentes sustratos se emplearon para la hibridación como se explicó previamente. En este 

caso se emplearon plantas de 15 DDI.  
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Para determinar los patrones de colonización de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces de 

plantas de tomate y banano, se realizaron evaluaciones por medio de CARD-FISH a las 

raíces principales a los 15 DDI en medio MS(s) y MS(L), Estas raíces se seccionaron en las 

tres partes, con el fin de alcanzar a seleccionar parte de cada una de las zonas que 

componen la raíz: zona de maduración, zona de elongación y zona de diferenciación 

celular. Cada una de las raíces evaluadas se midió desde la base de la raíz hasta la punta 

y se realizaron cortes desde la base hasta el primer tercio de su longitud (sección superior), 

desde el segundo tercio hasta inicio del tercer terco de su longitud (sección media) y desde 

el inicio del último tercio a la punta (sección inferior). La presencia de microorganismo en 

estas secciones se determinó por medio de microscopía de fluorescencia. Se empleó la 

tiramida roja en ambos cultivos debido a un mayor contraste en la raíz, y se realizó la tinción 

con DAPI. La superposición de las imágenes generó células fucsia, correspondientes a 

aquellas teñidas con DAPI y que además hibridaron con la sonda /HRP/-Bs575. En azul se 

observaron las células presentes en la muestra que no hibridaron con la sonda. Se tomaron 

10 secciones de la parte porción superior de diferentes plántulas con el mismo tratamiento, 

10 de la parte media y 10 de la parte inferior; se hibridaron y visualizaron en el microscopio 

de fluorescencia en los filtros Cy3 y DAPI.  

4.3.10 Visualización de muestras por SEM (Scanning Electronic 
Microscopy) 

Las muestras de raíces tratadas y sin tratar con B. subtilis EA-CB0575, fueron visualizadas 

por medio de SEM. Para ello se realizó una fijación de las muestras en 2,5% de 

glutaraldehído en buffer fosfato 0,1 M pH 7,4 por 2 h, luego de este proceso las muestras 

se lavaron dos veces con buffer y se sometieron a una deshidratación gradual en 20, 40, 

60, 70, 80 y 100% de etanol por 40 min en cada solución. La deshidratación en 100% de 

etanol se realizó dos veces consecutivas. Luego de deshidratar, las muestras se sometieron 

a secado supercrítico (Tousimis modelo Samdri-PVT 3B) y se recubrieron con una mezcla 

de oro/paladio antes de la visualización en el Scanning Electron Microscope (Hitashi 300 

HT77 10 120 KV en La Paz, México ó en el FEI Quanta 250 de la Universidad de Caldas, 

Manizales, Colombia).  
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4.3.11 Evaluación de poblaciones totales recuperadas de las raíces 
en el tiempo 

Se realizaron evaluaciones de las poblaciones totales cultivables presentes en las raíces 

de banano cada 10 días. Para ello se tomaron 5 g de raíces con 45 mL de buffer fosfato pH 

7,4 y se maceraron en un Ultraturrax IKA 20 W por 10 min a 2000 rpm. La suspensión 

resultante se empleó para siembra por superficie por medio de diluciones seriadas. Se 

sembraron 100 L de las diluciones entre 10-3-10-6 en TSA X 0,5 y los resultados se 

reportaron en UFC/mL. 

 

4.4 Resultados 

4.4.1 Bs575 es una sonda de FISH específica para la especie B. 
subtilis 

Con el fin de diseñar una sonda específica para la detección de microorganismos de la 

especie B. subtilis se identificaron secciones diferenciales en el gen 16S rRNA de los 

microorganismos B. amyloliquefaciens y B. subtilis, cercanos filogenéticamente. Se 

diseñaron varias versiones de la sonda, con diferentes marcaciones en su extremo 5´, las 

cuales se emplearon para la detección del microorganismo en diferentes ambientes (Tabla 

4-2). En primera instancia la sonda se empleó para hibridar el cultivo puro de la cepa EA-

CB0575 en TSB y se observó una alta fluorescencia (Anexo VI). Se evaluó la 

autofluorescencia de las célula y se determinó que las células vegetativas no presentan 

autofluorescencia; indicando que la emisión de fluorescencia se debe a la hibridación con 

la sonda complementaria. Las esporas autofluorescieron luego del tratamiento con el buffer 

de hibridación y sin presencia de la sonda, indicando que poseen algún compuesto que 

emite fluorescencia a la  de trabajo (Anexo VI). Con el fin de evaluar la especificidad de la 

hibridación con la sonda Bs575 se realizaron cultivos de microorganismos de diferentes 

especies del género Bacillus y algunas especies filogenéticamente alejadas, empleando las 

sondas /56-FAM/-Bs575 y EUBMix (Figura 4-2).  

Se observan en primer lugar las hibridaciones de las cepas con la sonda /56-FAM/-Bs575 

(columna de la izquierda), una hibridación exitosa con esta sonda presenta alta 

fluorescencia verde. Para las cepas evaluadas sólo se encontró hibridación con la especie 
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B.subtilis (cepas 168, NCTC 3610, EA-CB0015, EA-CB0575 y EA-CB1121). La sonda no 

presentó hibridación con las cepas de especies filogenéticamente cercanas a B. subtilis 

como B. amyloliquefaciens, lo que sugiere que es específica no a nivel de cepa sino a nivel 

de especie. En la columna del medio se presenta la hibridación con la mezcla de sondas 

universales EUBMix 338, presentándose una hibridación exitosa de las células de todas las 

cepas evaluadas (fluorescencia roja), lo que indica que todas pertenecen al dominio 

Eubacteria (Daims et al., 1999). La superposición de las hibridaciones en con /56-

FAM/Bs575 y con EUBMix, se presentan en la columna de la derecha. Se observa 

fluorescencia amarilla para las células que hibridaron con ambas sondas, lo cual sólo se 

presentó en las cepas de B. subtilis evaluadas. 

Tabla 4-2. Parámetros de la sonda diseñada para la detección de B. subtilis.  

Sonda Bs575 

 

Secuencia 

 

5´-TACCGCCCTATTCGAACGGTAC-3´ 

Tamaño 22 pb 

Nombre según normatividad             
(Alm et al., 1996) Bsub-ss-0463-aA-22ª 

Zona complementaria 5´-GTACCGTTCGAATAGGGCGGTA-3´ 

Temperatura de fusión 68°C 

% G-C 54,54% 

Marcación en extremo 5´ 

FAM disponible 

Peso molecular 
(g/mol) 

 

7192,8 

Alexa488 Disponible 7351,0 

Cy3 Disponible 7161,2 

HRP Disponible 6655,0 

*La versión de la sonda marcada en 5´con Alexa488 se empleó una vez al agotarse la sonda marcada con 56-
FAM. En los procesos donde se aplicó /56-FAM/-Bs575 también puede aplicarse /Alexa488/-Bs575. 

En algunas de las imágenes presentadas se aumentó la fluorescencia de las células 

hibridadas con /56-FAM/-Bs575 para observar la presencia de células (Figura 4-2 imágenes 

A-1 hasta K-1 y Q1 a S1). Con el fin de determinar si existen cambios en la hibridación de 

la sonda con B. subtilis EA-CB0575 en el tiempo se realizó una evaluación para monitorear 

la fluorescencia de las células (Anexo VI). Se determinó que las células producidas en 

medio TSB (vegetativas) tienen una hibridación homogénea con las sonda entre los tiempos 
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0-24 h, y a partir de las 36 h se observa que la fluorescencia se concentra en los polos de 

las células, lo cual podría deberse al proceso de esporulación (Wu & Errington, 2002). Se 

evaluó también la hibridación de la sonda con las esporas del microorganismo producidas 

en medio SBM (Anexo VI). Se observó inicialmente la presencia de células vegetativas 

(células alargadas de 1,5-1,8 m) con una hibridación homogénea en las primeras horas. 

Sin embargo, a partir de las 24 h se observa una hibridación heterogénea con espacios 

vacíos en la célula, y posteriormente se da la aparición de estructuras ovoides con una alta 

autofluorescencia. Estas estructuras podrían ser esporas debido a su tamaño celular (0,8–

1,2 m para esporas y entre 1,5 – 2,0 m para células vegetativas). 

Figura 4-2. Hibridación de la sonda /56-FAM/-Bs575 con diferentes especies del género 
Bacillus y grupos filogenéticamente distantes. 

Cepa Hibridación con sonda 
/56-FAM/-Bs575 

Hibridación con EUBmix Superposición de 
imágenes 

 

A. brasilense Cd 

  
 

B. altitudinis 

EA-CB0686 

   

B. 
amyloliquefaciens 

EA-CB0158 

  
 

B. 
amyloliquefaciens 

EA-CB0959 

  
 

B. 
amyloliquefaciens 

FZB42 

  

2 m 2 m 2 m 

2 m 2 m 2 m 

B-1 B-2 B-3 

C-1 C-2 

D-3 

2 m 2 m 

D-1 D-2 

2 m 2 m 2 m 

E-3 E-1 E-2 

2 m 2 m 2 m 

A-1 A-2 A-3 

C-3 

2 m 
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Cepa 
Hibridación con sonda 

/56-FAM/-Bs575 
Hibridación con 

EUBmix 
Superposición de 

imágenes 

Superposición de 

 

B. cereus 

EA-CB0131 

  
 

B. gybsonii 

EA-CB0579 

  
 

B. megaterium 

EA-CB0784 

   

B. megaterium 

03 

   
 

B. pumilus 

EA-CB009 

 
 

B. pumilus  

ES4 

  
 

B.subtilis 

168 

  
 

B. subtilis 

EA-CB0015 

  

 F-1 F-2 

2 m 2 m 2 m 

F-3 

2 m 2 m 

G-1 G-2 G-3 

2 m 

2 m 

I-1 I-2 

2 m 

I-3 

2 m 

J-1 J-2 J-3 

2 m 2 m 2 m 

2 m 

K-1 

2 m 

K-2 

2 m 

K-3 

H-1 

2 m 

H-2 

2 m 2 m 

H-3 

L-1 

2 m 

L-2 

2 m 

L-3 

2 m 

M-1 

2 m 

M-2 

2 m 

M-3 

2 m 
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Cepa 
Hibridación con sonda 

/56-FAM/-Bs575 
Hibridación con 

EUBmix 

Superposición de 

imágenes 

 

B.subtilis 

EA-CB0575 

  
B.subtilis 

EA-CB01121 

 

  
 

B.subtilis  

NCTC 3610 

  
 

Micrococcus sp.  

M01 

  
 

P. pasadenensis  

EA-CB0840 

 
 

P. pasadenensis  

EA-CB0888 

  

4.4.2 B.subtilis EA-CB0575 coloniza la raíz de plántulas de tomate 

Para determinar la capacidad de B.subtilis EA-CB0575 para colonizar la raíz de plántulas 

de tomate se realizaron evaluaciones en diferentes tiempos (entre 0 y 30 DDI) y se 

emplearon las metodologías de detección FISH y CARD-FISH aplicadas a raíces 

principales con los diferentes tratamientos. Se realizó además SEM para raíces principales 

de cada tratamiento a los 30 DDI.  
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N-2 

2 m 

O-3 

2 m 

N-3 

O-1 

2 m 

O-2 

2 m 2 m 

P-1 

2 m 2 m 

P-2 
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P-3 

2 m 

Q-1 

2 m 

Q-2 

2 m 

Q-3 

2 m 

R-1 

2 m 

R-2 

2 m 

R-3 

2 m 

S-1 

2 m 

S-2 
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S-3 



Capítulo 4 110

 

  

 

Figura 4-3. Detección de B.subtilis EA-CB0575 en raíces de tomate por FISH entre 0-30 DDI. 

Tiempo Células vegetativas Esporas Control 
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30 d 

   
*Las flechas azules denotan las zonas con mayor presencia de los microorganismos. Se emplearon semillas de 
tomate var. Chonto desinfectadas superficialmente, sembradas en medio MS(s) con agar al 5%. Las raíces 
presentadas son raíces primarias, en las que además se encuentran pelos radiculares. Las semillas germinaron 
al día 3 y se realizaron las observaciones en el hipocótilo. Se empleó la sonda /56-FAM/-Bs575 para la 
hibridación con B.subtilis, la sonda EUBmix para hibridación de eubacterias y las fotografías presentadas 
corresponden a la superposición de las imágenes de cada sonda. Células en amarillo corresponden a B.subtilis 
que hibridaron con la sonda específica y con la sonda universal.  

En vista de la alta autofluorescencia de las raíces se decidió emplear CARD-FISH para 

aumentar la intensidad de la señal fluorescente. Se evaluó la colonización del 

microorganismo desde 0 hasta 30 DDI (Figura 4-4).  

Figura 4-4. Detección de B.subtilis EA-CB0575 en raíces de tomate entre 0 y 30 DDI por 
CARD-FISH  

Tiempo Células vegetativas Esporas Control 

0 d 

   

3 d 

   

5 d 

   

10 d 

   

15 d 

   

5 m  5 m  5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 
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20 d 

   

25 d 

   

30 d 

   
*Las flechas azules denotan las zonas con mayor presencia de los microorganismos. Se emplearon semillas de 
tomate var. Chonto desinfectadas superficialmente, sembradas en medio MS(s) con agar al 5%. Las raíces son 
raíces primarias en las que además se presentan pelos raidculares. Las semillas germinaron al día 3 y se 
realizaron las observaciones en el hipocótilo. Se empleó la sonda /HRP/-Bs575 para la hibridación el B.subtilis, 

se realizó la amplificación de la señal empleando tiramida con emisión en el verde ( absorción: 501 nm y  
emisión: 523 nm.). Las imágenes presentan en verde las células de B.subtilis.  

Inicialmente se encontró una baja presencia de microorganismos en las raíces, lo cual fue 

aumentando con el tiempo, observando mayor cantidad de células a partir de los 10 DDI. 

Sugiriendo un aumento de la población en el tiempo, lo que indicaría colonización del 

microorganismo en la rizósfera de la planta. Se observa además la formación de 

aglomerados celulares en los tratamientos con la presencia del microorganismo, lo cual 

sugiere la producción de exopolisacáridos que mantienen las células unidas entre ellas. En 

el tratamiento con aplicación de esporas se observó en el tiempo inicial la presencia de 

células circulares con alta fluorescencia, similares a las esporas, previamente evaluadas 

por hibridación de cultivos puros (Anexo VI). Sin embargo, a partir de los 3 DDI (en el ensayo 

de FISH) y de los 5 días (por CARD-FISH), se encontraron células alargadas similares a 

células vegetativas, indicando una posible germinación de las esporas en la raíz. El 

tratamiento con células vegetativas presentó formas bacilares en la raíz durante el tiempo 

de evaluación pero también se encontraron algunas estructuras similares a esporas en las 

raíces evaluadas (datos no mostrados). Esto sugiere que las células permanecen activas y 

sólo una porción entra en proceso de esporulación. 

Con el fin de determinar si existen diferencias en la colonización de las raíces de tomate en 

diferentes medios de crecimiento, se evaluó la presencia del microorganismo cuando se 

aplicó en forma de esporas o de células vegetativas a semillas de tomate que 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m 

5 m  5 m 
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posteriormente se sembraron en los medios MS(s), MS(L), vermiculita, suelo con alta cantidad 

de materia orgánica y en suelo con baja cantidad de materia orgánica (Figura 4-5). Se 

observó la presencia de microorganismos B.subtilis en los tratamientos con inoculación en 

diferentes medios de crecimiento. El control no presenta células fluorescentes en la mayoría 

de las imágenes (Figura 4-5 C, F, I, L), indicando ausencia de la especie B. subtilis.  

Figura 4-5. Colonización de B.subtilis EA-CB0575 en la raíz principal de plántulas de 
tomate en diferentes sutratos de crecimiento a los 15 DDI. 

 

*Las flechas azules denotan las zonas con mayor presencia de los microorganismos. Se emplearon semillas de 
tomate var. Chonto desinfectadas superficialmente. Las raíces presentadas son raíces primarias en las que se 
presentan también pelos radiculares. Para las imágenes de A-F se empleó CARD-FISH con la sonda /HRP/-
Bs575 y la amplificación se realizó empleando tiramida de emisión en el verde ( absorción=501 nm y  
emisión=523 nm) (B.subtilis fluoresce en verde). Las imágenes de G-L se realizaron empleando CARD-FISH 
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con tiramida roja ( Absorción: 555 nm y  emisión: 565 nm) debido a una alta autofluorescencia en el filtro FITC 
del suelo y de vermiculita, los cuales quedan adheridos a la raíz (B.subtilis fluoresce en rojo). Para las imágenes 
M (raíces de tomate con aplicación de células vegetativas) y N (raíces sin aplicación de microorganismos) se 
empleó FISH con la sonda Bs575-Cy3 (B.subtilis fluoresce en rojo). 

Sin embargo, en la Figura 4-5N, se observa presencia de un par de células adyacentes a 

la raíz, revelando la presencia de microorganismos de la especie B.subtilis en estos medios, 

aún sin la aplicación de la rizobacteria de interés. Con el fin de determinar la zona donde 

se aloja los microorganismos en la raíz, se evaluaron los patrones de colonización del 

microorganismo para la planta de tomate (Figura 4-6).  

Figura 4-6. Patrones de colonización de B.subtilis EA-CB0575 en raíces de tomate en 
medio MS(s) a los 15 DDI. 
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*Las flechas verdes denotan las zonas con mayor presencia de los microorganismos. Se emplearon semillas de 
tomate var. Chonto desinfectadas superficialmente, sembradas en medio MS(s) con agar al 5%. Las raíces 
presentadas son raíces primarias en las que puede haber presencia de pelos radiculares. Se empleó la sonda 
/HRP/-Bs575 para la hibridación con B.subtilis, se realizó la amplificación de la señal empleando tiramida con 
emisión en el rojo ( Absorción: 555 nm y  emisión: 565 nm). Se empleó DAPI para tinción universal de los 
organismos presentes. Las imágenes presentan en fucsia las células de B.subtilis. 

Se encontró la presencia del microorganismo en todas las secciones en las que se dividió 

la raíz. Sin embargo, se determinó mayor población en las secciones superior (donde es 

posible se presente la zona de maduración de la raíz) y en la zona inferior (donde se 

encuentra la zona de diferenciación celular); y una menor cantidad en la zona media (donde 

se encuentra la zona de elongación). Además se encontró que las células cuando están 

sobre la superficie de la raíz se ubican en zonas cóncavas o alrededor de la estructura 

radical en los pelos absorbentes, embebidas en un tipo de matriz que podría ser una 

biopelícula ó mucílagos de la raíz. Se determinó que no existen microorganismos epífitos 

en la raíz en el control debido a que los resultados con DAPI no mostraron células que 

hibridaran con la sonda en este tratamiento. En los tratamientos con aplicación del 

microorganismo se encontraron células de tamaños entre 0,7-1,5 m sugiriendo la 

presencia de células vegetativas, la germinación de las esporas inoculadas en el 

tratamiento con esporas, y la presencia de esporas en ambos tratamientos con el 

microorganismo. Por medio de SEM se determinó la presencia de células similares a bacilos 

en las muestras con aplicación de la cepa EA-CB0575, tanto en esporas como en células 

vegetativas, además se observaron estructuras en forma de cadena o de aglomerados en 

las raíces inoculadas con estructura de biopelícula. Esto podría apoyar la hipótesis de que 

la cepa está germinando en la raíz y que hay colonización, debido a la formación de 

estructuras organizadas en zonas que podrían ser rizodepósitos. En el control no se 

observaron microorganismos. 

Figura 4-7. Microscopía electrónica de barrido de raíces de tomate con aplicación del 
B.subtilis EA-CB0575 a los 30 DDI. 

   

A B C 
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Micrografías de SEM para las raíces principales de tomate con y sin aplicación del B.subtilis EA-
CB0575 a los 30 DDI. A-B: Raíces con aplicación de células vegetativas del microorganismo. C-D: 
Raíces con aplicación de esporas. E-F: Raíces sin aplicación (control).  
 

4.4.3 B.subtilis EA-CB0575 coloniza las raíces de banano  

Para determinar la capacidad de colonización de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces de 

banano en medio MS(s), se emplearon los métodos FISH y CARD-FISH entre 0 y 30 DDI, y 

SEM a los 30 DDI. Se realizó el FISH empleando la sonda Bs575-Cy3 debido a la alta 

fluorescencia de las raíces de banano en el rango de emisión del verde (Figura 4-8). Se 

observó la presencia de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces principales hibridadas con la 

sonda Bs575-Cy3, y no se encontró evidencia de la presencia B.subtilis en el control. En 

este experimento no se hibridaron las muestras con EUBMix debido a su marcación en el 

mismo espectro de emisión que la sonda específica. 

En el tiempo cero se detectaron algunas células bacterianas en los tratamientos con 

aplicación de la cepa de interés, pero la cantidad observada fue menor que en los tiempos 

15 y 25 DDI, en los que se formaron grupos de células bacterianas alrededor de la raíz 

como se evidencia en las imágenes de los 10-30 DDI, para ambos tratamientos (vegetativas 

y esporas). Se realizó el conteo de colonias con morfologías similares a las de la cepa EA-

CB0575 en cuatro tiempos (0, 10, 20 y 40 DDI), y se determinó un aumento en las colonias 

recuperadas entre los 0-10 DDI, posteriormete se observó una estabilización en la cantidad 

de colonias obtenidas (Figura 4-9). Para el control se observó que la cantidad de 

microorganismos recuperados y que podrían tener una morfología similar a la cepa, es muy 

bajo (3 órdenes de magnitud menos que los tratamientos inoculados), y parece mantenerse 

en el tiempo hasta los 20 DDI, aunque se encontró una reducción de estas poblaciones 

entre los días 20 y 30.   
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Figura 4-8. Detección de B.subtilis EA-CB0575 en raíces de banano por FISH entre 0 y 30 
DDI. 
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*Las flechas azules denotan zonas con presencia de microorganismos. Se emplearon plantas de banano 
desinfectadas con hipoclorito 1,5% y etanol 70% en medio MS(s) con agar al 5%. Las raíces presentadas son 
raíces primarias centrales donde pueden encontrarse pelos radiculares. Se empleó la sonda /Cy3/-Bs575 para 
la hibridación con B.subtilis. Células en rojo corresponden a B.subtilis que hibridaron con la sonda específica.  
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Figura 4-9. Tamaño de la población microbiana de colonias similares a B. subtilis EA-
CB0575 presentes en las raíces de banano en medio MS(s) entre 0 y 30 DDI. 

 

Se realizaron evaluaciones con CARD-FISH entre los 0 y 30 DDI y se encontraron 

microorganismos que se tiñen con DAPI pero no hibridan con la sonda, tanto en el control 

como en los tratamientos con B.subtilis. Estos organismos podrían ser bacterias nativas de 

la planta y no contaminación, debido a las desinfecciones realizadas a las muestras, a los 

correctos procedimientos realizados y a que se presentaron en los diferentes ensayos.  

Se observó un aumento de la población de microorganismos que hibridaron con la sonda 

entre 0-20 DDI para el tratamiento con células vegetativas, posteriormente se observa una 

estabilización de la cantidad de organismos observados. En el tratamiento con esporas se 

encontró no sólo un aumento en la cantidad de células que hibridaron con la sonda sino 

además la presencia de células mas grandes que las esporas, tipo bacilos, las cuáles se 

sugiere son células vegetativas que germinaron. En el control no se observa un aparente 

aumento de la población de microrganismos presente. Los microorganismos que hibridan 

(B.subtilis-fucsia) no se observan aleatoriamente en la raíz sino agregadas en diferentes 

partes, donde podrían encontrarse rizodepósitos de nutrientes. Se observan comúnmente 

en las puntas de pelos radicales de la raíz primaria, o en los entrenudos existentes entre 

raíz primaria y secundaria. Los microorganismos que no hibridan con la sonda específica 

se observan en agregados por toda la raíz.  
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Figura 4-10. Detección de B.subtilis EA-CB0575 en raíces de banano por CARD-FISH 
(entre 0 y 30 DDI). 
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*Las flechas verdes denotan las zonas con mayor presencia de los microorganismos. Se emplearon plantas de 
banano desinfectadas con hipoclorito 1,5% y etanol 70% y sembradas en medio MS(s) con agar al 5%. Las 
raíces presentadas son raíces primarias centrales y jóvenes en las que pueden encontrarse pelos radiculares. 
Se empleó la sonda /HRP/-Bs575 para la hibridación con B.subtilis, se realizó la amplificación de la señal 
empleando tiramida con emisión en el rojo ( Absorción: 555 nm y  emisión: 565 nm). Se empleó DAPI para 
tinción universal de los organismos presentes. Las imágenes presentan en fucsia las células de B.subtilis.  
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Se evaluó la presencia del microorganismo inoculado en las plántulas de banano los 

diferentes sistemas de cultivo (Figura 4-10). No se presentan evaluaciones en suelo debido 

a que los agregados de suelo se adhieren fuertemente a la raíz y al emplear FISH/CARD-

FISH para detectar el microorganismo, evitó la obtención de resultados positivos por la alta 

autofluorescencia del suelo y de los materiales adheridos a la raíz. Se determinó la 

presencia de los microorganismos inoculados luego de 15 DDI en el sistema de cultivo MS(L) 

y en MS(s). A pesar de la diferencia en la consistencia del medio, en ambos sistemas se 

presentaron resultados similares. En este caso también se hibridaron las muestras con la 

sonda /Cy3/-Bs575, por lo cual no se determinó la presencia de otros microorganismos en 

las raíces que no fueran B.subtilis. Se realizó la evaluación de los patrones de colonización 

en banano a los 15 DDI empleando las raíces principales centrales más jóvenes. Para esto, 

las raíces se dividieron en tres secciones en proporciones aproximadamente iguales (33% 

de lo longitud radical).  Este procedimiento se realizó para las plántulas de banano en medio 

MS(s) y MS(L). 

 
Figura 4-11. Colonización de B.subtilis EA-CB0575 en raíces principales de banano en 
diferentes sustratos de crecimiento a los 15 DDI.  

 

*Las flechas azules denotan zonas con presencia de microorganismos. Se emplearon plantas de banano 
desinfectadas con hipoclorito 1,5% y etanol 70%. Las raíces presentadas son raíces primarias centrales 
jóvenes. Se empleó la sonda /Cy3/Bs575 para la hibridación con B.subtilis. Células en rojo corresponden a 
B.subtilis que hibridaron con su sonda específica. A, B y C. Raíces de banano sembrado en medio MS(s) y con 
aplicación de células vegetativas, esporas y sin aplicación de microorganismo, hibridadas con /Cy3/Bs575. D, 
E y F. Raíces de banano sembrado en medio MS(L) y con aplicación de células vegetativas, esporas y sin 
aplicación de microorganismo, hibridadas con /Cy3/Bs575. 
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Los resultados de los patrones de colonización obtenidos en ambos sistemas muestran 

presencia de B.subtilis de forma indistinta en las diferentes secciones de la raíz de banano. 

Se presentan los resultados para medio MS(s) (Figura 4-12).  Se observa que las células se 

organizan en agregados y no se encuentran de forma individual en la extensión de la raíz. 

Se aprecian microorganismos que al parecer no corresponden a B.subtilis debido a que no 

hibridan con la sonda Bs575 (células en azul). Estos microorganismos podrían ser parte del 

microbioma nativo de banano, el cual puede liberarse después de la resiembra de las 

plántulas en el medio, donde las raíces pueden sufrir algunas lesiones y exudar sustancias 

como fenoles y parte de los organismos endófitos que la plántula posee.  

 

Figura 4-12. Patrones de colonización de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces de banano en 
medio MS(s) a los 15 DDI.  
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Inferior  

 

 
   

 

*Las flechas verdes denotan las zonas con mayor presencia de microorganismos. Se emplearon plantas de 
banano desinfectadas con hipoclorito 1,5% y etanol 70% sembradas en medio MS(s) con agar al 5%. Las raíces 
presentadas son raíces primarias centrales y jóvenes de plantas a los 15 DDI en las que puede presentarse 
pelos radiculares. Se empleó la sonda /HRP/-Bs575 para la hibridación con B.subtilis, se realizó la amplificación 
de la señal empleando tiramida con emisión en el rojo ( Absorción: 555 nm y  emisión: 565 nm). Se empleó 
DAPI para tinción universal de los organismos presentes. Las imágenes presentan en fucsia las células de 
B.subtilis.  

El control presenta estos microorganismos en azul y no se observan microorganismos en 

fucsia. Por medio de SEM se evaluó la presencia de células tipo bacilos, que sugieren la 

presencia de B.subtilis, en las raíces de las plantas con y sin aplicación. Se encontraron 

células con forma de bacilos en los tratamientos donde se aplicó el microorganismo (Figura 

4-13).  

 

Figura 4-13 SEM de raíces de plántulas de banano con y sin aplicación de B.subtilis EA-
CB0575 a 30 DDI.  

   

   
Micrografías de microscopía electrónica de barrido (SEM) para las raíces de banano  con y sin aplicación de 
B.subtilis EA-CB0575 a los 30 dpi. A-B: Raíces con aplicación de células vegetativas del microorganismo. C-D: 
Raíces con aplicación de esporas del microorganismo. E-F: Raíces sin aplicación (control). Flechas azules 
indican células redondeadas, mas pequeñas (0,5-0,7 m), que podrían ser esporas. Flechas rojas indican 
células alargadas, mas grandes, que podrían ser células vegetativas.  
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En los controles se encontraron también algunas estructuras similares a bacterias, con 

formas variadas, pero es clara la presencia de una mayor cantidad de microrganismos en 

aquellos donde Bacillus fue aplicado. En los controles se encontraron también algunas 

estructuras similares a bacterias, con formas variadas, pero es clara la presencia de una 

mayor cantidad de microrganismos en aquellos donde Bacillus fue aplicado.  Nuevamente 

se observó que en los tratamientos con aplicación de esporas luego de 30 DDI hay células 

con forma de bacilos, lo cual puede sugerir la germinación de las esporas para generar 

células vegetativas. Del mismo modo que para tomate, las células forman agrupaciones, al 

parecer embebidas en una matriz tipo biopelícula. Se realizaron algunas micrografías en 

microscopio confocal láser con el fin de verificar la colonización del microorganismo 

aplicado en las raíces de banano,  a los 30 DDI (Figura 4-14). Los resultados son 

congruentes con lo visualizado por microscopía de fluorescencia para los diferentes 

tratamientos evaluados. En el control no se observa hibridación con la sonda Bs575 pero 

se observan algunas estructuras que emiten fluorescencia azul, lo cual también fue 

encontrado previamente con el uso de CARD-FISH.  

 

Figura 4-14. Micrografías por CLM para las raíces de banano con aplicación de B.subtilis 
EA-CB0575  
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Micrografías de microscopía láser confocal de las raíces de banano a los 30 DDI hibridadas por CARD-FISH 
con sonda Bs575-Cy3. A-C: Hibridación con Bs575-Cy3 y aplicación de DAPI. A: Raíces de banano con 
aplicación de esporas del microorganismo  B.subtilis EA-CB0575 B: Raíces con aplicación de células 
vegetativas C: Control sin aplicación. D: Raíces con aplicación de células vegetativas hibridadas visualizadas 
con filtro FITC y Cy3.  
 

4.5 Discusión  

B.subtilis es una especie de interés para el desarrollo de bioinsumos promotores de 

crecimiento debido a que diferentes cepas de la especie se reportan como PGPR´s (Lucy 

et al., 2004); sin embargo, su efecto podría verse limitado en la ejecución de algunos de los 

mecanismos de promoción en caso de una pobre colonización de la rizósfera (Gao et al., 

2016). Los estudios de colonización de PGPR´s, específicamente con Bacillus, son 

limitados; aunque en los últimos años debido a la aparición de nuevos métodos y al avance 

de los ya existentes, se han realizado trabajos que permiten conocer el comportamiento de 

las rizobacterias en la raíz, su capacidad de formación de biopelícula, establecimiento en 

rizodepósitos y su respuesta a moléculas secretadas por la planta o componentes de la 

pared celular (Beauregard et al., 2013; Dietel et al., 2013b; Yuan et al., 2015). Para detectar 

estos organismos, se han empleado métodos clásicos por cultivo en placa (Islam et al., 

2015), métodos moleculares como el uso de sondas de hibridación o de genes reporteros 

(Cardinale, 2014; Fan et al., 2012b; Millet et al., 2010; Xiao-ying et al., 2015), métodos 

inmunológicos (Benizri et al., 1997), métodos acoplados como Nanosims (Chen et al., 2015) 

y métodos de nueva generación como la metagenómica (Leveau, 2007); algunos de ellos 

aplicables a cultivables como a no cultivables (Mendes et al., 2013; Moter & Gobel, 2000). 

En este trabajo se emplearon los métodos FISH, CARD-FISH y SEM con el fin de 

determinar la capacidad de colonización de B.subtilis EA-CB0575 en las raíces de banano 

y tomate y se diseñó una sonda que puede ser empleada en FISH ó CARD-FISH (con 
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variaciones en el extremo 5´ según el método) buscando alta especificidad en la detección 

de B. subtilis EA-CB0575.  

La sonda diseñada fue evaluada en hibridaciones con células de los géneros Bacillus y 

Paenibacillus, a los que pertenecen especies filogenéticamente cercanas a la cepa EA-

CB0575; y de los géneros filogenéticamente distantes Azospirillum y Micrococcus. Se 

determinó que la sonda no es específica para la cepa de estudio, pero si lo es para la 

especie B. subtilis (Posada et al., 2016a). Esta sonda permite diferenciar a B. subtilis con 

especies cercanas filogenéticamente como B. amyloliquefaciens, B. atrophaeus, B. 

pumilus, B. cereus entre otras (La cepa B. subtilis EA-CB0575 descrita en el capítulo 2 

numeral 2.3.1, fue cultivada desde criovial en medio TSA (105458, Merck), una colonia del 

cultivo se llevó a medio TSB (105459, Merck) y permaneció en agitación a 150 rpm y 30°C 

por 24 h. Se evaluaron otros microorganismos para determinar la especificidad de las 

sondas en la hibridación (Tabla 4-1). Aquellos correspondientes a los géneros Bacillus y 

Paenibacillus se sembraron también en medio TSB, a las condiciones previamente 

enunciadas. Azospirillum brasilense Cd y Micrococcus M01 se sembraron en caldo nutritivo 

(105443, Merck) y se incubaron como los otros microorganismos por 48 h. 

Tabla 4-1El diseño de sondas específicas de especie para el género Bacillus es complicado, 

debido a la alta similaridad en el gen 16S, pocas distancias filogenéticas y dificultad para 

separar los clados entre las especies que lo componen (Franco Sierra & Santa-María 

Restrepo, 2015); además, las pocas diferencias encontradas a nivel de nucleótidos no 

garantizan que la hibridación no se presente debido a que la sonda puede hibridar en zonas 

complementarias existentes (Hugenholtz et al., 2002). Existen algunas sondas diseñadas 

para Bacillus las cuales se han depositado en ProbeBase 

(http://probebase.csb.univie.ac.at/). Algunas se dirigen al género Bacillus (Daly & Shirazi-

Beechey, 2003; Demaneche et al., 2008; Felske et al., 2003; Salzman et al., 2002) y unas 

cuantas se han diseñado para B. subtilis (Kyselkova et al., 2009; Liu et al., 2001). Sin 

embargo, estas últimas no reportan evaluaciones de especificidad y su uso se ha limitado 

a sistemas de microarreglos. La sonda Bs575 se convierte entonces en una herramienta 

para la detección específica de B. subtilis por FISH/CARD-FISH no sólo en cultivo puro sino 

también en planta. 

Una de las falencias de los métodos de hibridación empleados radica en las dificultades 

que se pueden presentar debido a la baja cantidad de genes objetivo en las muestras 
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(Zwirglmaier, 2005); Sin embargo, Bacillus es uno de los géneros con mayor cantidad de 

copias del gen 16S, por lo que este método puede ser exitoso para su detección (Větrovský 

& Baldrian, 2013). Otra falencia atribuída al método es la autofluorescencia de la muestra, 

interfiriendo con la señal fluorescente de la hibridación. Esto puede superarse con el uso 

de equipos como el microscopio láser confocal (CLSM), que reducen el ruido proveniente 

de la muestras (Cardinale, 2014), y el uso de métodos de FISH modificados como CARD-

FISH, RING-FISH, DOPE-FISH, GOLD-FISH los cuales mejoran la detección de la señal 

(Zwirglmaier, 2005). En este trabajo se comprobó el aumento de la fluorescencia al usar 

CARD-FISH respecto a FISH (Eickhorst & Tippkötter, 2008; Zwirglmaier, 2005).  

Los experimentos de colonización realizados permitieron determinar la presencia de B. 

subtilis en las raíces, en diferentes tiempos, para los tratamientos con aplicación de esporas 

y de células vegetativas de Bacillus. Se encontró un aumento de la población visualmente, 

lo que se constató por medio de la recuperación de células de las raíces por cultivo en 

placa. Los resultados indican colonización en la rizósfera (Beauregard et al., 2013; 

Budiharjo et al., 2014; Allard-Massicotte et al., 2016). Se determinó un comportamiento 

diferencial en patrones de colonización del microorganismo en los cultivos evaluados. En el 

caso de tomate, Bacillus se presentó predominantemente en la sección superior e inferior 

de la raíz, y alrededores de la TIP; encontrándose en menor cantidad en el segundo tercio 

de su longitud radicular. En banano se encontró una distribución similar entre las tres zonas. 

Reportes de Fan et al., 2012 y Chen et al., 2013 indican que los patrones de colonización 

de B. amyloliquefaciens FZB42 presentan cambios al comparar entre especies vegetales, 

lo que se ha confirmado en otros trabajos (Rudrappa et al., 2008a; Saile & Koehler, 2006; 

Vilain et al., 2006). Se determinó la presencia de estructuras similares a biopelículas sobre 

las raíces, lo cual ha sido ampliamente reportado por diversos autores, y es uno de los 

pasos requeridos para que las células se establezcan y colonicen los tejidos (Aleti et al., 

2016). Esta biopelícula otorga ventajas a las células porque permite su superviviencia al 

ataque de predadores y ayuda a la retención de nutrientes (Dervaux et al., 2014).  

 

En los tratamientos donde se aplicaron esporas se determinó la presencia de células 

vegetativas a medida que la planta se desarrollaba, tanto para tomate como banano, 

indicando posible germinación de estas esporas en las raíces. Esto se ha reportado para 

diferentes especies de Bacillus en Arabidopsis y pastos, germinando en tan sólo 24 horas 

después de la aplicación (Reva et al., 2004; Saile et al., 2006). La presencia de células 
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vegetativas en los tratamientos inoculados sugiere que las células están metabólicamente 

activas, pudiendo efectuar los mecanismos de promoción de crecimiento como producción 

de AIA, sideróforos, producción de lipopéptidos, solubilización de fosfatos o fijación de 

nitrógeno, potenciales que se encontraron genómica y fenotípicamente en las evaluaciones 

realizadas en el capítulo 2.  

4.6 Conclusión 

En conclusión, se diseñó una sonda para FISH/CARD-FISH específica para la detección de 

B.subtilis en diferentes ambientes. Con esta sonda se determinó que el microorganismo es 

capaz de colonizar las raíces de banano y tomate en diferentes sistemas de cultivo y que 

presenta patrones de colonización diferentes en los dos cultivos, encontrándose 

predominantemente en los tercios superior e inferior de la raíz y está similarmente 

distribuído en la raíz en el caso de banano. Se observó la presencia de agredados celulares 

tipo biopelícula en diferentes secciones de la raíz, lo cual corroboró por SEM y microscopía 

láser confocal, esta última para banano. Estos microorganismos se mantienen en las raíces 

aún después de 30 DDI, muchos de ellos en forma de células vegetativas, aún en 

tratamientos donde inicialmente se aplicaron esporas, lo cual es indicio de la germinación 

de las esporas en la raíz y de la posibilidad de los microorganismos metabólicamente 

activos para efectuar mecanismos de promoción de crecimiento vegetal en la rizósfera.  
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5. Evaluación de la producción de LPs en las 
raíces de banano inoculadas con B. subtilis 
EA-CB0575 y capacidad de formación de 
biopelícula del microorganismo. 
 

5.1 Resumen 

En esta parte del proyecto se evaluó la producción de lipopéptidos (LPs) en la rizósfera de 

plantas de banano in vitro con y sin aplicación de B. subtilis EA-CB0575. Para ello, se 

emplearon plantas en medio MS(s) y MS(L),  a las que se realizaron extracciones con metanol 

100%. Los extractos crudos obtenidos fueron concentrados y purificados parcialmente por 

extracción en fase sólida SPE C-18 y la fracción 100% metanol se evaluó por medio de 

espectrometría de masas de alta resolución (LC-MS/MS). Se determinó la presencia de 

surfactinas en las raíces de todos los tratamientos evaluados, inclusive en el control sin 

aplicación del microorganismo; y aunque se sabe de la capacidad de la cepa para producir 

fengicinas, esta familia de LPs no fue detectada en la rizósfera. Adicionalmente, se evaluó 

la capacidad del microorganismo para producir biopelícula in vitro. Se determinó que B. 

subtilis EA-CB0575 produce biopelícula en medio MSgg, y que la presencia de los extractos 

de raíz o de los exudados de la planta en ambiente acuoso o en medio de cultivo, hacen 

que la biopelícula sea más robusta. Se encontró que el microorganismo genera un 

crecimiento incipiente en medio MS(L), y con la presencia de los exudados de la planta o de 

los extractos de raíz evaluados, este crecimiento aumenta formándose agregados.  

5.2 Introducción 

La especie B. subtilis, ampliamente distribuida en la naturaleza, está constituída por 

microorganismos que pueden ser empleados en promoción de crecimiento y biocontrol de 

cultivos. Es una especie muy versátil a nivel metabólico, lo que permite su crecimiento en 

diferentes ambientes (Earl et al., 2008), y dependiendo de la disponibilidad de nutrientes y 

las condiciones del entorno, puede formar células móviles ó estructuras multicelulares 
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estacionarias. En la raíz, las células individuales móviles podrían presentarse debido a que 

encuentran un ambiente apto para ejecutar sus mecanismos de locomoción (Kearns, 2010); 

y las biopelículas estacionarias, constituídas de células embebidas en una matriz 

extracelular compuesta de exopolisacáridos y proteína, se generan con el fin de que los 

microorganismos se establezcan, colonicen y formen un ambiente para su superviviencia y 

almacenamiento de nutrientes (Bais et al., 2004; Ghelardi et al., 2012).  

Existe una relación directa entre la formación de biopelícula en diferentes ambientes y la 

producción de LPs, producidos por el mismo microorganismo; siendo las surfactinas los LPs 

de mayor estudio en este tema (Ghelardi et al., 2012; Kinsinger et al., 2003). Se ha 

encontrado que cepas no productoras de biopelícula como B. subtilis 168 y B. subtilis PY79 

presentan mutaciones puntuales en los genes epsC, degQ, swrA y sfp, relacionados con la 

producción de exopolisacáridos, poli- glutamato, activación de movilidad por swarming y 

producción de fosfopanteteinil transferasa, respectivamente. Este último gen está 

directamente relacionado con la producción de surfactinas, y su delección genera reducción 

en la capacidad de colonización de Bacillus en diferentes ambientes; y una pobre 

generación de estructuras multicelulares (Branda et al., 2001; Vlamakis et al., 2013). 

Evaluaciones con cepas mutantes han permitido determinar que algunos de los LPs son 

inductores de Quorum Sensing (QS) en Gram positivas y su presencia conduce a la 

activación de genes involucrados en la síntesis de la matriz tipo biopelícula (Ongena et al., 

2005; Pertot et al., 2013). La surfactina tiene la capacidad de liberar iones potasio a través 

de la membrana citoplasmática y esto produce la activación de la proteina-quinasa KinC, la 

cual activa una cadena de regulación que induce la expresión de genes implicados en la 

síntesis de la biopelícula, entre ellos los constituyentes del operón epsA-O y tapA-sipW-

tasA, implicados en la producción de exopolisacáridos y de proteínas de matriz (López et 

al., 2009; Vlamakis et al., 2013). En este proceso está involucrado también el locus de 

genes comQXP, importante en el QS de Gram positivos, debido a la regulación de la 

producción de surfactina (Mielich‐Süss & Lopez, 2015).  

Los LPs son compuestos de interés microbiológico e industrial debido a su potencial de 

reducción en la tensión superficial, habilidad antimicrobiana, elicitación de la inducción de 

resistencia en la planta y a su rol importante en la colonización de microorganismos en las 

superficies (Raaijmakers et al., 2010). El amplio rango de actividad que tienen estos 

compuestos se debe a sus propiedades fisicoquímicas. Como se explicó en el capítulo 1, 
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estas moléculas producidas no ribosomalmente por medio de enzimas NRPS´s, 

comprenden una cadena apolar de hidroxi-ácidos grasos que varía de 12 a 16 carbonos, 

unida a una cabeza polar formada por oligopéptidos (heptapéptidos en el caso de las 

surfactinas y decapéptidos en el caso de las fengicinas). Para las surfactinas, esta unión 

entre oligopéptidos y cadena apolar se produce por medio de un anillo lactona. En el caso 

de las fengicinas, el anillo lactona se presenta como estructura interna en su fracción 

peptídica (Nihorimbere et al., 2012). Debido a su constitución, estas moléculas pueden 

obtenerse como isoformas, las cuales dependen de la cantidad de carbonos en su cadena 

apolar ó de cambios en algunos aminoácidos presentes. Para la surfactina se han 

encontrado diferentes isoformas, producidas por variaciones en los aminoácidos de la 

segunda, cuarta o séptima posición ó cambios en la longitud de la cola apolar entre 14, 15, 

16 ó 17 carbonos (Hue et al., 2001); y para las fengicinas se han determinado las isoformas 

A, B y C (Ongena et al., 2007; Villegas-Escobar et al., 2013). Los diferentes homólogos de 

estos compuestos se encuentran comúnmente en los mismos ambientes, por lo cual es 

posible obtener su mezcla en los procesos de extracción (Peypoux et al., 1999).  

Hasta la fecha son escasos los estudios de producción de LPs                                    

in situ a nivel de rizósfera o filósfera y aquellos reportados emplean plantas modelo de 

laboratorio como Arabidopsis thaliana, tomate y pepino (Asaka & Shoda, 1996; Bais et al., 

2004; Kinsella et al., 2009; Nihorimbere et al., 2012; Toure et al., 2004). Sin embargo, 

plantas de mayor complejidad a nivel radicular y con alta concentración de compuestos 

fenólicos, como las raíces de banano, no han sido evaluadas para tal fin. Se conoce que la 

presencia de fenoles en las raíces es uno de los factores claves para modular la microbiota 

de la rizósfera (Huang et al., 2014), lo que a su vez afecta la producción de LPs en esta 

zona de la planta. Adicionalmente, una mayor presencia de compuestos orgánicos en las 

raíces puede interferir en la detección de los LPs debido a la dificultad para su purificación. 

Algunos estudios han intentado dilucidar la presencia de estos compuestos en suelo y 

raíces, detectando surfactinas en una mayor proporción que fengicinas e iturinas (Kinsella 

et al., 2009; Nihorimbere et al., 2012). 

Esta parte del proyecto presenta la evaluación de la producción de LPs en las raíces de las 

plantas de banano inoculadas con B.subtilis EA-CB0575 y cultivadas a nivel in vitro en los 

sistemas MS(s) y MS(L), con el fin de establecer relaciones entre la promoción de crecimiento 

que esta cepa bacteriana generó en la planta, la colonización del microorganismo en las 
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raíces y la producción de LPs. Adicionalmente se realizó la evaluación de la capacidad de 

B. subtilis EA-CB0575 para producir biopelícula en el medio MSgg y en el medio MS(L), 

suplementados con los exudados de plantas de banano y con el extracto de las raíces; con 

el fin de evaluar la capacidad de producción de estas estructuras multicelulares en 

presencia de compuestos que se encuentran en la rizósfera o que constituyen el sistema 

radical de la planta.  

5.3 Metodología 

5.3.1 Evaluación de la producción de LPs en las raíces de banano 
in vitro 

Con el fin de determinar la producción de LPs en las raíces de banano variedad Williams a 

nivel in vitro en medio MS(s) y MS(L), se cultivó el microorganismo B. subtilis EA-CB0575 en 

medio SBM para la producción de esporas (Posada-Uribe et al., 2015) y en medio TSB 

(105459, Merck) para la producción de células vegetativas, como se presentó previamente 

en el numeral 3.3.1 del capítulo 3. Una vez obtenidas las suspensiones bacterianas de 

esporas y células vegtativas del microorganismo, se procedió a su aplicación en las raíces 

de plántulas de banano (Meristemos de Colombia) provenientes de cultivo in vitro en medio 

MS (Murashige & Skoog, 1962) y de aproximadamente 9 meses de desarrollo desde 

meristemos. Estas plantas se sumergieron por 1 h en las suspensiones del microorganismo 

a 1*108 UFC/mL, se secaron en cámara de flujo laminar por 20 min y se procedió a su 

siembra en recipientes con 100 mL de medio MS(s) con 5% de agar o en MS(L) con 9 g de 

perlita estéril sin aplicación de agente gelificante, ambos medios a pH 5,7. Las plantas 

permanecieron en los sistemas de cultivo por 15 días con un régimen de luz de 12h /12h 

empleando lámparas Phillips Luz día de 32W. Los tratamientos evaluados fueron: plantas 

en medio MS(s) con aplicación de células vegetativas, plantas con aplicación de esporas y 

plantas sin aplicación del microorganismo (control), además de plantas de banano en medio 

MS(L) con aplicación de células vegetativas, esporas o plantas control. Se usaron 9 unidades 

experimentales para cada tratamiento, cada una compuesta a su vez por 9 plantas, con el 

fin de alcanzar la cantidad de raíces necesarias para la extracción (17 g).  

 

Con el fin de extraer los LPs presentes en las raíces de banano sometidas a los diferentes 

tratamientos, se tomaron 17 g de raíces sanas, jóvenes y sin aparente fenolización, de una 
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muestra compuesta de raíces de cada unidad experimental; y se adicionaron a 100 mL de 

metanol 100%. Se llevaron a agitación a 200 rpm por 0,5 h y se filtró la suspensión con 

bomba de vacío empleando filtros Whatman de 125 mm. La suspensión resultante se filtró 

por membranas de poliacrilamida de 47 mm y de 0,22 m y el filtrado final se evaporó en 

vacío (-50 psig, 50ºC). El sólido obtenido se resuspendió en buffer fosfato pH 7,4 para luego 

aplicar 10 mL de la suspensión a una columna SPE C-18 (Bond Elud 10 g, 60 mL, Agilent 

Technologies, USA), siguiendo las siguientes eluciones: metanol 100% (80 mL), agua (80 

mL), extracto de la raíz (10 mL), ADE (80 mL), metanol 50% (80 mL) y metanol 100% (160 

mL). La fracción 100% metanol se concentró empleando el Eppendorf concentrator Plus™ 

(Eppendorf, Harburg, Alemania) con el fin de cuantificar la cantidad obtenida para cada 

tratamiento por medio de peso seco. A las fracciones 100% metanol de cada tratamiento 

que fueron concentradas, se les adicionó metanol 100% para ajustar su concentración 

hasta 1 mg/mL y se procedió al análisis por espectrometría de masas de alta resolución 

(LC-MS/MS).  

5.3.2 Espectrometría de masas de alta resolución 

Los extractos de raíz parcialmente purificados por columna SPE-C18 se analizaron por 

espectrometría de masas de alta resolución (Protein Facility de Iowa State Univeristy, 

Ames, IO, USA). Se empleó un HPLC (Agilent 1260) acoplado a un espectrómetro de masas 

en tándem Q-Exactive™ híbrído quadrupole-orbitrap, de la marca Thermo Scientific, 

equipado con una fuente de ionización NanoSpray Flex y con ácido ciano-cinámico como 

matriz. Se emplearon los solventes A (agua + 0,1% de ácido fórmico) y B (acetonitrilo+ 0,1% 

ácido fórmico) usando un gradiente de 20-100% en 13 minutos. Los datos fueron adquiridos 

en un rango entre 200 y 2000 m/z en modo de ionización positiva. Se realizó un análisis de 

MS/MS para los iones precursores de surfactinas y fengicinas detectados (ver capítulo 2 

numeral 2.4.5-producción de LPs). La lista de iones resultantes del espectro fueron 

generados por medio del software Xcalibur (Thermo Scientific, version 2.2). Para el análisis 

de los resultados se empleó el software Proteowizard 3.0.10.200 (Chambers et al., 2012).  

5.3.3 Evaluación de la capacidad de formación de biopelícula de B. 
subtilis EA-CB0575 a nivel in vitro 

Con el fin de determinar si la cepa EA-CB0575 puede formar biopelícula a nivel in vitro, se 

cultivó en 100 mL de medio TSB en Erlenmeyer de 500 mL, partiendo de dos colonias puras 
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del microorganismo en TSA 50%. También se cultivaron de esta manera las cepas B. 

subtilis 168 y B. subtilis NCTC 3610. Los cultivos se mantuvieron a 150 rpm y 30°C por 10 

h con el fin de garantizar que se encontraban en fase exponencial, se centrifugaron a 4500 

rpm (3260 g) por 15 min, se realizaron dos lavados de la biomasa empleando NaCl 0,85% 

y se ajustó la concentración de las suspensiones a 1*108 UFC/mL. Diez microlitros del 

cultivo de cada bacteria se inocularon en 10 mL de medio MSgg (Branda et al., 2001), 

compuesto por KH2PO4 5 mM (pH 7,0), 100 mM MOPS (pH 7,0), 2 mM MgCl2, 700 M 

CaCl2, 50 M MnCl2, 50 M FeCl3, 1 M ZnCl2, 2 M tiamina; 0,5% de glicerol; 0,5% 

glutamato; 50 g/mL triptófano y 50 g/mL de fenilalanina, en cajas de Petri de 60*15 mm. 

El sistema permaneció en incubación a 30°C sin movimiento por 4 días, tiempo después 

del cual se determinó cualitativamente la formación de biopelícula. El mismo proceso de 

cultivo e inoculación del microorganismo se realizó empleando MS(L), para determinar la 

formación de biopelícula de Bacillus en el medio de cultivo donde se realizaron las 

evaluaciones de promoción de crecimiento y colonización de la rizósfera de banano y 

tomate.    

Con objeto de evaluar si los compuestos presentes en los exudados radiculares y en los 

extractos de raíz de plántulas de banano pueden inducir la formación de biopelícula de la 

cepa EA-CB0575 en medio MS(L) y MSgg, se empleó una metodología basada en lo 

reportado por  Beauregard y colaboradores (2013), con algunas modificaciones enunciadas 

a continuación. Los exudados radiculares de cada tratamiento (plantas con aplicación de 

células vegetativas, de esporas o el control sin inoculación) se obtuvieron de la fracción 

líquida presente en el sistema de crecimiento de banano con medio MS(L), tomando 30 mL 

de c/u de estas fracciones y posteriomente liofilizándolas en el equipo Virtis Benchtop tipo 

K (Virtis SP Scientific, USA). Los exudados que se colectaron junto al MS(L) se les denominó 

tratamiento exudados. Con el fin de reducir el efecto del medio MS(L) en las evaluaciones, 

se sembraron plantas de los diferentes tratamientos en el medio MS(L) por tres días, tiempo 

después del cual se transfirieron a ADE y permanecieron allí por 10 días, para luego tomar 

30 mL de la suspensión, filtrarla y liofilizarla. A los exudados colectados de esta manera se 

les denominó exudados en H2O.  

Para obtener el extracto de las raíces de las plantas de banano, se maceraron 17 g de 

raíces de cada tratamiento con N2(L) en condiciones de esterilidad, y el extracto resultante 

se resuspendió en 10 mL de ADE, se filtró (filtros Sartorious, acetato de celulosa de 22 m) 
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y se liofilizó. El sólido obtenido de la liofilización para cada uno de los tratamientos se 

resuspendió en medio MSgg o MS(L) estéril, según el caso, y se filtró (filtros Sartorious, 

acetato de celulosa de 22 m). La suspensión obtenida de los exudados (exudados en H2O 

ó extracto de las raíces, cada uno en concentración de 48 mg/mL), se empleó para adicionar 

a microplatos de 24 pozos, en donde también se adicionó medio de cultivo y la cepa 

bacteriana EA-CB0575 a una concentración de 1*108 UFC/mL. En cada pozo se adicionó 1 

mL del medio correspondiente, MS(L) ó MSgg, según el caso, 10 L de la suspensión 

bacteriana y 20 mL de los exudados (en agua ó en medio MS(L)) ó de la suspensión de 

extracto de las raíces. Se emplearon 4 pozos por tratamiento y 3 repeticiones en diferentes 

microplatos cada una. Los microplatos se incubaron en condiciones estacionarias y las 

células adheridas a las paredes se tiñeron usando cristal violeta 0,1% w/v en un buffer 

compuesto por (NH4)2SO4 0,15 M y 100 mM de KH2PO4 pH 7,0; 34 mM de 

NaH2C3H5O(COO)3 y 1 mM de MgSO4*7H2O, por 20 min (O´Toolé, 2011). El exceso de 

cristal violeta se removió y los pozos se lavaron con agua. El cristal violeta remanente se 

solubilizó empleando CH3COOH al 30% en ADE e incubando los microplatos por 20 min. 

La solución resultante del lavado de los pozos se cuantificó por espectrofotometría a 550 

nm, empleando CH3COOH 30% como blanco; y se determinó la absorbancia promedio del 

tratamiento como variable de respuesta.  

5.3.4 Análisis estadístico 

Para la formación de biopelícula se empleó un análisis estadístico unifactorial para la 

evaluación de la absorbancia resultante de las evaluaciones con diferentes tratamientos en 

cada medio (MS(L) ó MSgg) y con cada tipo de exudado ó extracto. Se evaluaron los 

supuestos de normalidad, homocedasticidad e independencia por medio de los test de 

Shapiro-Wilks, Levene y análisis gráfico de residuos vs. orden de ejecución, 

respectivamente. Se procedió al desarrollo del ANOVA con el cumplimiento de los 

supuestos, y se realizó el test LSD para el análisis de grupos homogéneos. Se empleó una 

confianza del 90% para los análisis en los que el método de O´Toolé fue empleado, debido 

a la alta variabilidad de los resultados por el método. 
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5.4 Resultados 

5.4.1 Las surfactinas fueron detectadas en las raíces de banano in 
vitro 

Por medio de evaluaciones previas se conoce que B. subtilis EA-CB0575 produce 

surfactinas y fengicinas a nivel in vitro, no sólo en medio MOLP (capítulo 2 numeral 2.4.5) 

sino también en los medios SBM y TSB (Anexo VII). Con el fin de determinar la capacidad 

de esta cepa para producir LPs en la raíz, donde actúa como PGPR, se realizaron 

extracciones de raíces de las plantas de banano inoculadas y sembradas en los medios 

MS(s) y MS(L), a los 15 DDI. Para esto, se realizó un análisis de espectrometría de masas de 

los extractos metanólicos de raíces con los diferentes tratamientos (control, aplicación de 

células vegetativas y aplicación de esporas). En todos los extractos metanólicos obtenidos 

se determinó la presencia de iones precursores característicos de surfactinas C13, C14, 

C15 y C16 (Tabla 5-1) y las intensidades de las señales precursoras fueron similares en los 

diferentes tratamientos. Las señales a m/z 1435,77; 1449,79; 1463,83; 1477,82; 1491,83; 

1505,85 correspondientes a las iones precursores de fengicinas A y B, las cuales se conoce 

son producidas por el microorganismo B. subtilis en estudio (Capítulo 2, Figura 2-9), no 

fueron detectadas en ninguna de las muestras evaluadas.  

En los tratamientos con aplicación de células vegetativas en ambos medios, se detectaron 

las señales m/Z 1008,66 (surfactina C13); 1022,67 y 1044,67 (surfactina C14); 1036,67 y 

1058,67 (surfactina C15), la surfacina C16 no fue detectada (m/z 1050,71 y 1072,69). En el 

caso del tratamiento con aplicación de esporas, todos los iones incluyendo los precursores 

de las surfactinas C16 fueron detectados. Para el control sin aplicación del microorganismo 

se encontró un comportamiento diferencial entre los medios de cultivo. Para el medio MS(s) 

se detectaron las señales m/z para la surfactinas C13, C14 (m/z 1022,67) y C15. Para el 

medio MS(L) todas las señales m/z de surfactinas desde C13 hasta C16 fueron detectadas. 

Con el fin de verificar que dichos iones corresponden a las surfactinas, se realizó su 

fraccionamiento por medio de LC-MS/MS encontrando las series de iones b y y descritas 

para surfactinas en el capitulo 2 (numeral 2.4.5 Figura 2-8). 
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Tabla 5-1. Iones precursores detectados por medio de espectrometría de masas en 
tratamientos con y sin aplicación de B. subtilis EA-CB0575 en raíces de banano in vitro 

Medio Tratamiento Iones 

 

[M+X] 

 

Intensidad 
normalizada 

Metabolito 

 

Peso molecular 

(Da) 

MS(s) 

Control 

1008,66 M+H+ 1,22*106 
C13 

surfactina 
1007,81 

1022,67 M+H+ 4,82*106 
C14 

surfactina 
1021,68 

1036,69 M+H+ 2,88*106 C15 
surfactina 

 

1035,87 

 1058,67 M+Na+ 4,51*105 

Células 
vegetativas 

1008,66 M+H+ 3,53*105 
C13 

surfactina 
1007,81 

1022,67 M+H+ 1,48*106 
C14 

surfactina 
1021,68 

1044,67 M+Na+ 2,31*106 

1036,67 M+H+ 1,52*106 
C15 

surfactina 
1035,87 

1058,67 M+Na+ 1,15*106 

Esporas 

 

1008,66 M+H+ 1,20*106 
C13 

surfactina 
1007,81 

1022,67 M+H+ 3,8*106 
C14 

surfactina 
1021,68 

1044,67 M+Na+ 6,15*105 

1036,67 M+H+ 3,78*106 
C15 

surfactina 
1035,87 

1058,67 M+Na+ 6,86*105 

1050,71 M+H+ 7,23*105 
C16 

surfactina 
1049,90 

1072,69 M+Na+ 4,84*105 

MS(L) Control 

1008,66 M+H+ 9,50*106 
C13 

surfactina 
1007,81 

1022,67 M+H+ 2,57*107 
C14 

surfactina 
1021,68 

1044,67 M+Na+ 2,89*106 

1036,69 M+H+ 1,47*107 
C15 

surfactina 
1035,87 

1058,67 M+Na+ 1,90*106 

1050,71 M+H+ 1,00*106  
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1072,69 M+Na+ 5,52*105 
C16 

surfactina 
1049,90 

células 
Vegetativas 

1008,66 M+H+ 3,53*105 
C13 

surfactina 
1007,81 

1022,67 M+H+ 1,48*106 
C14 

surfactina 
1021,68 

1036,67 M+H+ 1,52*106 
C15 

surfactina 
1035,87 

1058,67 M+Na+ 1,15*106 

Esporas 

1008,66 M+H+ 3,44*106 
C13 

surfactina 
1007,81 

1022,67 M+H+ 8,13*106 
C14 

surfactina 
1021,68 

1044,67 M+Na+ 2,88*106 

1036,67 M+H+ 4,74*106 
C15 

surfactina 
1035,87 

1058,67 M+Na+ 3,44*106 
C15 

surfactina 

1072,69 M+Na+ 6,39*105 
C16 

surfactina 
1049,90 

 

En la Figura 5-1 se presenta el análisis MS/MS del tratamiento con aplicación de células 

vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 en raíces de plantas de banano en medio MS(L), para 

el ión precursor 1036,67. Se observan los productos iónicos “b” y “y” luego de la 

fragmentación. Este análisis se realizó para cada una de las muestras en medio MS(s) y 

MS(L) y se determinaron las señales m/z de los iones resultantes del fraccionamiento de la 

molécula (Anexo VIII). La secuencia de iones “y” encontrados fue 667,44554,35 

441,27342,27227,17; correspondientes a la pérdida de AGn-E1-Lxx2-Lxx3-V4-D5 de la 

región C terminal. Los iones b (azul) están representados por fragmentos iónicos a m/z 

923,61695,49596,43 483,34 370,26241,41 interpretados como la pérdida de 

Lxx7-(Lxx6-D5)-V4-Lxx3-Lxx2-E1 de la región N terminal. Al unir las secuencias se obtiene la 

estructura AGn-E1-Lxx2-Lxx3-V4-D5-Lxx6-Lxx7 correspondiente a la secuencia de C15 

surfactina. 
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Figura 5-1. Espectros MS y MS/MS del tratamiento aplicación de células vegetativas de 
subtilis EA-CB0575 en raíces de plantas de banano en medio MS(L).             

 

 A: Espectro MS/MS para el ión precursor 1036,69 (M+ H+). B: Espectro MS obtenido para el extracto de raíces 
inoculadas con B. subtilis EA-CB0575 15 DDI.  

5.4.2 B. subtilis EA-CB0575 tiene la capacidad de producir 
biopelícula en MSgg in vitro y la adición de polisacáridos y 
exudados de la planta hace mas gruesa esta matriz multicelular.  

Con el fin de evaluar la producción de biopelícula de B. subtilis EA-CB0575 nivel in vitro, se 

realizaron cultivos estacionarios en medio MSgg y MS(L), este último sin adición de sacarosa 

o glucosa, como se empleó en los cultivos in vitro de banano y tomate. Cualitativamente se 

observó que B. subtilis EA-CB0575 produce una biopelícula comparable a la formada por 

la cepa referencia B. subtilis 3610 en medio MSgg, mientras que la cepa B. subtilis 168 no 

generó dicha estructura (Figura 5-2). Ninguna de las cepas evaluadas generó biopelícula 

en el medio MS(L), sin embargo, si se formaron pequeños agregados de células que se 

observan en el medio como masas blancas.  

A B 
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Figura 5-2. Producción de biopelícula de B. subtilis NCTC 3610, EA-CB0575 y 168 en 
medio MSgg y MS(L)  

 

Al no observarse formación de biopelícula en medio MS(L), se evaluó si la adición de los 

exudados de la planta liofilizados ó el extracto de la raíz podrían promover la formación de 

biopelícula en el medio MSgg y MS(L). Se encontró que en ambos medios de cultivo (MSgg 

y MS(L)), los exudados radiculares de las plantas de banano obtenidos en agua o en medio 

de cultivo generaron un aumento de la absorbancia de las muestras, indicativo de un 

aumento en el crecimiento del microorganismo, respecto al control sin aplicación de 

exudados ó extracto de raíz (medio MSgg ó MS(L) sólo). Se sugiere que la aplicación de las 

esporas ó células vegetativas no interfiere significativamente en el aumento de absorbancia 

de los tratamientos, debido a que la aplicación de los exudados de las plantas con estos 

tratamientos generó efecto estadísticamente igual sobre esta variable de respuesta (Figura 

5-3). Se evidenció una biopelícula oscura en los tratamientos con extractos o exudados 

radiculares, pero el microorganismo sin adición de los exudados o extractos no presentó 

esa coloración en MSgg. 
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Figura 5-3. Efecto de la aplicación de exudados de la planta de banano o extractos de raíz 
sobre formación de biopelícula de B. subtilis EA-CB0575 en medio MSgg 

 

 

A.Gráfica de la absorbancia de cada tratamiento. Los tratamientos corresponden a E (veg): medio Msgg+ 
adición de exudados/extractos vegetales de plantas de banano 15 DDI con adición de B. subtilis EA-CB0575 
(1*108 UFC/mL), en forma de células vegetativas. E(espo): medio Msgg+ adición de exudados/extractos 
vegetales de plantas de banano 15 DDI con adición de B. subtilis EA-CB0575  (1*108 UFC/mL), en forma de 
esporas. E(-):medio Msgg+ adición de exudados/extractos vegetales de plantas de banano 15 DDI pero sin 
adición de B. subtilis EA-CB0575. Control: medio MSgg+ células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 (1*108 
UFC/mL). *Letras diferentes corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD 
con 90% de confianza. Valor-P=0,0432; 0,004; 0,002 para MSgg+ exudados en H2O, MSgg+exudados en MS(L) 
y MSgg + extracto de raíces, respectivamente.  B. Fotografía de una de las secciones de uno de los microplatos 
empleados en la evaluación, en este caso corresponde a una sección con adición de exudados de las plantas 
en agua.  

Se realizó la misma evaluación en medio MS(L), el medio empleado para las evaluaciones 

de promoción de crecimiento y colonización rizosférica para la cepa EA-CB0575. 

Cualitativamente no se observó la formación de biopelícula en este medio, pero al evaluar 

los tratamientos con y sin adición de los exudados/extractos vegetales, se encontró que la 
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absorbancia de los tratamientos aumenta. Se observó la formación de agregados, los 

cuales quedaron adheridos al microplato y fue posible su tinción y posterior cuantificación, 

por lo tanto, a estos agregados puede atribuirse el aumento de la absorbancia, sin embargo, 

no conforman una biopelícula verdadera. En el tratamiento medio MS(L) con la suspensión 

de la bacteria, el crecimiento fue casi nulo igual que la formación de agregados. 

 
Figura 5-4. Efecto de la aplicación de exudados de la planta de banano o extractos de raíz 
sobre formación de biopelícula de B. subtilis EA-CB0575 en medio MS(L).  

 

 
A. Gráfica de la absorbancia de cada tratamiento. Los tratamientos corresponden a E(veg): medio MS(L)+ 
adición de exudados/extractos vegetales de plantas de banano 15 DDI con adición de B. subtilis EA-CB0575  
(1*108 UFC/mL), en forma de células vegetativas. E(espo): medio MS(L) + adición de exudados/extractos 
vegetales de plantas de banano 15 DDI con adición de B. subtilis EA-CB0575  (1*108 UFC/mL), en forma de 
esporas. E(-):medio MS(L) + adición de exudados/extractos vegetales de plantas de banano 15 DDI pero sin 
adición de B. subtilis EA-CB0575. Control: medio MS(L) + células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 (1*108 
UFC/mL). *Letras diferentes corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD 
con 90% de confianza. B. Fotografía de una de las secciones de uno de los microplatos empleados en la 
evaluación. *Letras diferentes corresponden a tratamientos con diferencias significativas de acuerdo al test LSD 
con 90% de confianza. Valor-P=0,0543; 0,0021; 0,0045 para MS(L)+ exudados en H2O, MS(L +exudados en 
MS(L) y MS(L + extracto de raíces, respectivamente.  
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5.5 Discusión 

Además de mejorar la humectabilidad de las superficies, lo que se traduce en un aumento 

de la movilidad de los microorganismos en la rizósfera, la surfactina está involucrada en el 

control biológico y en la señalización para la producción de biopelícula; actividades que han 

sido comprobadas por medio de mutantes deficientes en la producción del LP (Chen et al., 

2013; Ghelardi et al., 2012). Se ha determinado la producción de LPs en las raíces de las 

plantas donde las PGPR´s han sido aplicadas (Nihorimbere et al., 2009), aún en las bajas 

concentraciones de oxígeno presentes en este ambiente, y se propone que la tasa de 

crecimiento de los microorganismos y el estatus de nutrición del cultivo son factores claves 

para la producción de estos compuestos en las raíces.  

En este trabajo se detectó la producción de surfactinas en las raíces de las plantas de 

banano cultivadas a nivel in vitro en medio MS(L) ó MS(S), y con o sin aplicación de B. subtilis 

EA-CB0575 en la raíz. Debido a la detección del compuesto en las raíces del control sin 

inoculación se sugiere la presencia de otros microorganismos del género Bacillus en las 

raíces de la planta (Kinsella et al., 2009), los cuales podrían ser endófitos nativos, debido a 

que en el proceso de cultivo in vitro se realizan desinfecciones con agentes como hipoclorito 

y etanol, que eliminan los epífitos presentes. El hecho de encontrar LPs en el control sin la 

aplicación de la cepa EA-CB0575 no permite atribuir la producción de surfactinas a la 

presencia del microorganismo en las plantas inoculadas. En este proyecto se empleó la 

técnica de espectrometría de masas de alta resolución para la identificación de los LPs en 

la rizósfera. Sin embargo, no se realizaron procesos de cuantificación de las muestras, sólo 

su identificación por medio de la detección de iones precursores característicos y posterior 

fraccionamiento de estos iones por MS/MS. Un posible paso a seguir en la investigación en 

el tema debería ser la evaluación de las cantidades de LPs presentes en la raíz, con el fin 

de determinar si la inoculación de la cepa EA-CB0575 permite aumentar la cantidad de 

estos compuestos en el sistema. Para esto podría emplearse el mismo sistema de 

evaluación, pero en este caso usando estándares de los compuestos de interés y sus 

curvas de calibración, además de aplicar  mejoras en el método como el uso de marcadores 

isotópicos ó químicos para la cuantificación (Huege et al., 2014; Frey et al., 2016).  

El hallazgo de la surfactinas en las raíces y la no detección de fengicinas en las muestras, 

a pesar de la capacidad de producción de estos compuestos por B. subtilis EA-CB0575 in 

vitro, sigue la tendencia de los reportes en el tema de extracción de LPs en ambientes como 
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raíces y suelo, donde se ha determinado que la producción de surfactina en la rizósfera es 

significativamente mayor que la de fengicinas e iturinas, favoreciendo la detección de este 

compuesto; además, la presencia de diferentes compuestos orgánicos en el medio de 

detección puede generar dificultad para la purificación y detección de los compuestos de 

interés que se encuentran en menor concentración (Kinsella et al., 2009; Nihorimbere et al., 

2009).  

Se determinó la capacidad de formación de biopelícula de la bacteria B. subtilis EA-CB0575 

en el medio MSgg, un medio ampliamente empleado para esta finalidad (Dervaux et al., 

2014; Vlamakis et al., 2008). Se encontró que en este medio el microorganismo forma 

matrices multicelulares con y sin la presencia de exudados vegetales ó extractos de raíz, 

pero la presencia de estas sustancias permite un engrosamiento y oscurecimiento de las 

biopelículas formadas. Adicionalmente, se determinó que en medio MS se presenta una 

formación de agregados, mas no de una biopelícula en la interfaz líquido-gas; y estos 

agregados aumentan con la presencia de sustancias provenientes de la planta. La no 

formación de biopelícula en medio MS(L) encontrada en esta sección del proyecto, es 

contraria a los resultados presentados en el capítulo 4, en el que se observó por medio de 

FISH, CARD-FISH y SEM la presencia del microorganismo en las raíces, formando 

estructuras multicelulares, al parecer embebidas en una matriz que puede ser de 

exopolisacáridos. Es posible que los experimentos aquí presentados no reproduzcan la 

composición de los exudados o extractos vegetales, los cuales pueden tener una activa 

participación en la colonización de la cepa EA-CB0575 en la rizósfera, por lo cual se 

recomienda evaluar métodos alternos de extracción u otras concentraciones de metanol, 

que permitan extracción de compuestos de mayor hidrofobicidad, encontrados en las 

raíces. La concentración de estas sustancias que fue empleada en las evaluaciones podría 

ser diferente a las concentraciones real de estos compuestos en las raíces, por lo que se 

sugiere evaluar otras concentraciones de los exudados o extractos de las raíces en este 

medio de evaluación (MS(L)).  

Evaluaciones de producción de biopelícula similares a las aquí presentadas han 

determinado que la adición de exudados de la planta puede favorecen la formación de la 

matriz en algunos de los casos (Rudrappa et al., 2008b; Tan et al., 2013; Yuan et al., 2015), 

pero otras evaluaciones presentan mayor potencial en el reclutamiento de microorganismos 

de este género por los extractos de las raíces ó polisacáridos de la planta presentes en 
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ellas; que por los exudados (Beauregard et al., 2013). Se considera que estas diferencias 

pueden deberse a la especificidad en la quimióstasis que las PGPR´s enfrentan a diferentes 

quimiotrayentes de las plantas, generándose cambios en el reclutamiento en la evaluación 

de diferentes especies vegetales. Esto puede ser la base teórica por la cual se aconseja la 

inoculación de cultivos con PGPR´s previamente aisladas de esa especie vegetal, 

propiciando el contacto de la bacteria con quimiotrayentes específicos con los que ya ha 

estado en contacto previamente. 

5.6 Conclusión 

B. subtilis EA-CB0575 produce dos familias de LPs, surfactinas y fengicinas. Se realizó la 

aplicación del microorganismo en las raíces de plantas de banano a nivel in vitro y se evaluó 

la producción de estos LPs en las raíces de las plantas, determinando la presencia de 

surfactinas pero no de fengicinas. Sin embargo, se determinó también la existencia de esta 

familia de LP en las plantas sin aplicación del microorganismo; lo que no permite concluir 

que la producción del compuesto se deba a la presencia del microorganismo en la planta. 

Esto podría sugerir la presencia de otros microorganismos del género Bacillus con 

capacidad de producción de LPs en las raíces. Se evaluó la capacidad de formación de 

biopelícula por la cepa B. subtilis estudiada y se encontró que esta es capaz de producir 

biopelícula en medio MSgg y que la biopelícula aumenta su grosor con la adición de los 

exudados de la planta de banano ó del extractos de su raíz. Sin embargo en medio MS(L), 

el cual es empleado en los cultivos de banano in vitro, no se observó la formación de 

biopelícula, aunque si se presentó la aparición de agregados celulares en los tratamientos 

con la adición de los extractos y exudados de la raíz. Esto podría deberse a que la 

concentración de los exudados o los extractos no corresponde a la que se presenta 

realmente en la raíz de la planta, no propiciando la quimióstasis del microorganismo, ni la 

activación de las rutas de señalización para producción de la matriz extracelular.  
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6. Efecto de B. subtilis EA-CB0575 sobre la 
microbiota cultivable asociada a plantas de 
banano 
 

6.1 Resumen 

En esta investigación se evaluó la microbiota nativa presente en plantas de banano in vitro 

en medio MS(s) por métodos cultivables, determinando una alta proporción (46,4-92,4%) de 

microorganismos del género Bacillus entre los endófitos aislados. Cerca de un 83% de 

Bacillus fueron identificados como B. subtilis; sin embargo, sólo 19 de las 31 cepas 

presentaron hibridación por FISH con la sonda BS575, diseñada en este mismo trabajo. Se 

determinó que la microbiota nativa del cultivo está conformada adicionalmente por los 

géneros Paenibacillus, Pseudomonas, Methylobacter, Microbacterium, Staphylococcus, 

Micococcus, Rhodopseudomonas, entre otros, aunque en menor proporción que Bacillus. 

La diversidad encontrada para los lotes de banano in vitro evaluados fue variable debido 

a las diferencias intrínsecas entre los cuatro lotes. Sin embargo, la poca riqueza de especies 

y la dominancia de Bacillus hacen que la diversidad  presente comunidades similares a 

nivel global. Empleando métodos cultivables, se determinó que la aplicación del 

microorganismo B. subtilis afecta la diversidad de las plantas inoculadas al compararla con 

la diversidad de plantas sin inocular, reduciéndose la riqueza y abundancia de otras 

especies diferentes a Bacillus, en las muestras. 

6.2 Introducción 

Las plantas son organismos hospederos de una diversa y abundante microbiota bacteriana, 

conformada principalmente por Actinobacterias, Bacteroidetes, Firmicutes y 

Proteobacterias, los cuales pueden tener efectos importantes en la salud y desarrollo del 

sistema vegetal (Bulgarelli et al., 2013). Esta microbiota puede ser adquirida del ambiente, 

o por transferencia vertical desde la progenie. Las semillas por ejemplo, presentan 

microorganismos que van colonizando la planta y desarrollándose en la medida que la 

planta germina y crece. En el caso de los cultivos in vitro a partir de meristemos, como el 
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banano, esta microbiota además de provenir del ambiente puede generarse a partir de los 

rizomas empleados en el proceso de producción por transferencia parental de 

microorganismos (Msogoya et al., 2012), de forma similar a la transferencia que la madre 

realiza a sus hijos en el reino animal (Ramírez-Puebla et al., 2013). Debido a lo anterior, a 

las plantas se les considera holobiontes (Guerrero et al., 2013), concepto presentado desde 

los años 90´s por Margulis con el fin de indicar que gran cantidad de simbiontes, 

principalmente microorganismos, co-existen con hospederos y hacen parte de su historia 

evolutiva (Rosenberg & Zilber-Rosenber, 2016).  

La microbiota vegetal puede ser del tipo epífito, aquellos microorganismos ubicados en la 

superficie de la planta (Lindow & Brandl, 2003), o endófito, aquellos que se encuentran 

internamente en los órganos y tejidos (Hallmann et al., 1997). Esta clasificación según su 

ubicación permite que se consideren endófitos a los organismos inócuos como también 

algunos que podrían ser patógenos para el sistema vegetal; sin embargo, en los últimos 

años el término de endófito se ha restringido a la microbiota que emplea su ciclo de vida 

invadiendo los tejidos, y que tienen una estrecha relación con la planta, sin generar un 

efecto negativo a su hospedante; por el contrario, se considera que podría ser de interés 

en evaluaciones de promoción de crecimiento vegetal o biocontrol (Baldan et al., 2015; 

Compant et al., 2010). A pesar de que muchos de los microroganismos que pueden 

presentarse en los tejidos tengan potencial benéfico, cuando se trata de cultivos in vitro, la 

presencia de bacterias es declarada indeseada y se procede al uso de agentes 

desinfectantes y antibióticos, buscando erradicar la totalidad de microorganismos presentes 

(Orlikowska et al., 2017). Por esta razón, es poco el conocimiento que se tiene de los 

endófitos que se presentan en estos cultivos y no se conoce el rol que estos representan 

en su evolución y adaptación ambiental (Liaqat & Eltem, 2016).  

En el caso del banano, Musa AAA, el sistema de propagación in vitro es muy eficiente, 

generando plántulas de alta calidad, uniformes y libres de enfermedades o plagas. Este 

sistema de cultivo empleado para las variedades comerciales, ha sido de gran importancia 

para la propagación de esta planta monocotiledónea a nivel mundial, debido a que a 

diferencia de sus parientes nativos, estas variedades no presentan reproducción por 

semilla, polinización o fertilización; sino propagación vegetativa. Este cambio, generado por 

largos procesos de domesticación y una serie de mutaciones que generaron frutos 

partenocárpicos, ha llevado a los productores a depender de la propagación por rizomas en 
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medios de cultivos sintéticos y en condiciones de alta asepsia, o a iniciar sus cultivos a 

partir de cormos (comúnmente denominados “cabeza de toro” por los agricultores); siendo 

esta última una alternativa que resulta económica, pero que puede ser un foco de 

transmisión y propagación de enfermedades (Heslop-Harrison & Schwarzacher, 2007). El 

cultivo de tejidos, en cambio, genera plantas libres de patógenos, pero su proceso de 

adaptación de las plantas en invernadero y campo resulta complejo debido a la gran 

cantidad de factores bióticos y abióticos a los que ellas deben enfrentarse (Chandra et al., 

2010).  

El uso de bacterias promotoras de crecimiento es una alternativa para mejorar la sanidad y 

productividad de los cultivos, y su aplicación desde etapas tempranas de desarrollo es una 

opción para mejorar la adaptabilidad de la planta y protegerla en el momento de paso a 

invernadero y campo (Vestberg & Cassells, 2009). Sin embargo, la aplicación de estos 

microorganismos podría afectar a las comunidades nativas presentes en la planta 

generando alteraciones a nivel de ecología microbiana (Berg & Zachow, 2011), pero las 

investigaciones en el tema no son concluyentes. Algunos reportes indican un efecto sobre 

la diversidad y abundancia de los microorganismos nativos, otras declaran que el efecto es 

neutro y otros reportes indican que el efecto puede ser benéfico (Trabelsi & Mhamdi, 2013). 

Se considera que las diferencias en los resultados en investigaciones del efecto de esta 

inoculación sobre la microbiota de la planta depende de las interacciones presentes, de los 

grupos bacterianos afectados, de las especies predominates, de los métodos empleados 

para medir este efecto, entre otros (Castro-Sowinski et al., 2007; Trabelsi & Mhamdi, 2013).  

Se ha determinado que la aplicación de las PGPR´s podría inducir perturbaciones en el 

equilibrio de las comunidades microbianas del suelo, los cuales serían indeseados si se 

pierden especies nativas importantes para la planta (Trabelsi et al., 2013; Schmidt et al., 

2014). Además, la presencia de estos microorganismos en altas concentraciones puede 

generar una alta actividad antibiótica en las zonas de inoculación, reduciendo las 

poblaciones de otros microorganismos presentes (Figueroa-López et al., 2016). Aunque 

esto podría ser cierto, también se ha establecido que esta actividad puede ser transitoria y 

tener un efecto temporal y espacial limitado. Además otros factores como la versatilidad 

nutricional y la separación especial tiene también influencia directa en esta interacción, 

permitiendo o no que el efecto se presente, y de presentarse, la resilencia del ecosistema 

podría amortiguar el efecto de estos microorganismos (Kennedy, 1999). Otros estudios 
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plantean que la pérdida de ciertas especies bacterianas, podría no cambiar el 

funcionamiento del sistema debido a la redundancia, siempre y cuando diferentes especies 

bacterianas realicen la misma función (Trabelsi & Mhamdi, 2013). 

Contrario a los trabajos que exponen un efecto negativo de las PGPR´s sobre la microbiota, 

existen investigaciones que indican un efecto positivo de la inoculación, planteando que la 

presencia de las PGPR´s provoca una alta actividad metabólica y enzimática en la rizósfera, 

lo que podría reflejarse en un sistema radicular mas desarrollado y un suelo mas activo 

(Castro-Sowinski et al., 2007). Se hace entonces importante realizar estudios de cómo las 

PGPR´s afectan los sistemas donde se aplican y determinar la temporalidad de estos 

efectos en la rizósfera. Por este motivo, en esta parte del proyecto busca determinar los 

componentes de la microbiota nativa de la planta de banano y el efecto de la aplicación de 

B. subtilis EA-CB0575 sobre la composición de esa microbiota para banano variedad 

Williams a los 7 DDI, con miras a entender si el inoculante podría generar alteraciones en 

la ecología de los microorganismos nativos endófitos de la planta de Musa AAA, a nivel in 

vitro.  

6.3 Metodología 

6.3.1 Aislamiento de microorganismos endófitos  

Con el fin de aislar los microorganismos endófitos presentes en las raíces de plantas de 

banano variedad Williams con aproximadamente 9 meses de desarrollo in vitro y sembradas 

en medio MS(s) a 30°C y fotoperíodo 12 h/12h, se emplearon 5 g de raíces, se desinfectaron 

con hipoclorito de sodio al 1,5% por 15 min, 3 lavados con ADE, etanol 70% por 20 min y 

tres lavados finales con ADE. Las raíces desinfectadas se llevaron a 45 mL de buffer fosfato 

pH 7,4 en un Ultraturrax IKA 20 W para macerar las raíces por 10 min a 2000 rpm. A la 

suspensión resultante se le realizaron diluciones seriadas entre 100 hasta 10-3 y se 

sembraron por superficie 100 L de cada una de las diluciones en los medios TSA x 0,5 (9 

g/L de bactoagar BD y 20 g/L de TSA 105458, Merck), el cual es un medio enriquecido y de 

amplio espectro (Atlas, 2010); AIA (0,1 g/L de L- Asparagina; 0,5 g/L de K2HPO4; 0,001 g/L 

de FeSO4*7H2O; 2 g/L de caseinato de sodio; 0,1 g/L de MgSO4*7H2O y 15 g/L de Agar), 

empleado para aislamiento de actinomycetes (Chaudhary et al., 2013); YDC (20 g/L de 

CaCO3, 20 g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura y 15 g/L de bactoagar a pH 7,0), 
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(Atlas, 2010) y PIA (1,4 g/L de MgCl2; 20 g/L de proteosa peptona; 10 g/L de sulfato de 

potasio; 0,025 g/L de triclosán y 13,6 g/L de bactoagar (281210, Difco) a pH 7,0), para 

aislamiento de Pseudomonas (Keeven y de Cicco, 1989). Las cajas Petri se incubaron por 

5 días a 30°C y posteriormente se determinó el tamaño de la población microbiana mediante 

al conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) en aquellas cajas donde hubiera entre 

30 y 300 colonias por caja. De dichas cajas se determinó la morfología de las colonias y su 

abundancia, y se conservó una colonia por morfotipo/réplica. Este proceso se realizó para 

4 lotes de plantas en tiempos diferentes (Febrero, Marzo, Abril y Junio de 2016), para cada 

lote se realizaron tres réplicas y se emplearon 4 cajas de Petri por dilución. Una porción de 

las raíces desinfectadas se empleó para determinar su adecuada desinfección por medio 

de una impronta en medio TSA x 0,5; además la solución final de lavado del proceso de 

desinfección se sembró para este mismo fin. Los microorganismos fueron aislados, 

purificados y conservados en el medio líquido correspondiente a su aislamiento y con 20% 

de glicerol, a -80°C. Las cepas conservadas se almacenaron en el Laboratorio de 

Biotecnología de la Universidad EAFIT, Medellín, bajo el permiso marco de recolección 

Resolución 1566 del 2014, con el número de colección RCN226.  

6.3.2. Extracción de DNA e identificación de aislados 

Con el fin de extraer el DNA de los microorganismos obtenidos se procedió al cultivo de 

estos en medio TSB por 24 h y posterior extracción de DNA de cada cultivo, empleando el 

Kit de extracción Ultraclean Microbial DNA isolation (Mobio, 12224), según procedimientos 

establecidos por el proveedor.  Se evaluó la integridad del DNA por electroforesis en gel de 

agarosa al 1,0 % y se procedió a la amplificación del gen 16S rDNA usando los primers 8F 

(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) y 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') 

(Weisburg et al., 1991). Para la PCR se emplearon 0,02 U/L de Taq Polimerasa Thermo 

Scientic 5 U/mL EP0402; 0,2 M de cada primer; 0,2 mM de un mix de dNTP's; 1,5 mM de 

MgCl2; 1X del buffer de la Taq y 1 L de DNA. El volumen de la reacción se ajustó a 50 L 

empleando agua ultrapura libre de DNAsas (Amresco, E479). Se empleó una temperatura 

de alineamiento de 60°C (20 s), una desnaturalización inicial a 94°C (3 min), 30 ciclos de 

amplificación con desnaturalización a 94°C (30 s), alineamiento 20 s y extensión a 72°C (90 

s), seguida por una extensión final a 72°C (5 min). Los productos de la PCR fueron 

evaluados por medición en NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™) y por prueba de integridad 

en gel de agarosa al 1,0 %. Las muestras fueron secuenciadas por método Sanger para 
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amplificación del gen 16S rRNA (1484 pb), empleando la pareja de primers 8F y 907R (5´-

CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3´). Las secuencias fueron procesadas con los software 

BioEdit v.7.2.5 y Mega 6.0 para construir la secuencia consenso, que posteriormente se 

analizó en el BLAST (NCBI, Genbank) y en la plataforma SILVA (Yilmaz et al., 2013) y se 

seleccionaron las especies de mayor porcentaje de identidad. Como actividad 

complementaria a la identificación, a los aislados identificados como B. subtilis, se les 

realizaron hibridaciones por medio de FISH, para ello se prepararon cultivos de cada uno 

de los aislados, se dejaron en incubación en TSB 24 h, a 30°C y 150 rpm, y se empleó el 

protocolo presentado en el capítulo 4 (numerales 4.3.4 y 4.3.6) para la hibridación. Se usó 

la sonda /56-FAM/Bs575 diseñada en este proyecto, junto con la mezcla de sondas 

universales EUBMIX. La hibridación fluorescente en el filtro FITC indicó resultados positivos 

para la hibridación. 

6.3.3 Análisis de diversidad de la microbiota de banano 

Partiendo del tamaño de la población de cada aislado (UFC) y su identificación taxonómica, 

se realizaron matrices de presencia/ausencia y de abundancia de taxa (a nivel de género) 

para cada lote y medios evaluados. Por medio de estas matrices se calcularon los índices 

de -diversidad (Riqueza, Shannon-Weiner, Simpson y Berger-Parker) y -diversidad 

(Índice de Whittaker). Para evaluar diferencias entre estas medidas se empleó la prueba de 

comparación de diversidad mediante permutación del Software PAST3X (PAleontological 

STatistics) versión 3.14. y se complementó con un test de diversidad t. Se determinaron 

también el análisis de rarefacción basado en individuos con un 95% de confianza, los 

análisis PCoA basados en distancia Bray-Curtis, para los lotes y los géneros bacterianos 

aislados, y se emplearon los análisis de perfiles de diversidad derivados de los índices de 

Renyi´s (Tóthmérész, 1995).  

6.3.4 Efecto de la aplicación de B. subtilis EA-CB0575 sobre la microbiota nativa de 
banano variedad Williams a nivel in vitro 

Con el fin de determinar el efecto que genera la aplicación del microorganismo PGPR en la 

microbiota nativa de Musa AAA variedad Williams se desinfectaron y sembraron plántulas 

de banano con y sin aplicación de B. subtilis EA-CB575 en forma de esporas ó células 

vegetativas en medio MS(s) (Murashige & Skoog, 1962) empleando la mezcla de sales MS 

(M524 Phytotech Laboratories) y 5 g/L de bactoagar (064010023, BD Becton Dickinson) a 
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pH de 5,7. La cepa EA-CB0575 se cultivó en medio TSB por 24 h para la producción de 

células vegetativas y en medio SBM (Posada-Uribe et al., 2015) por 72 h para producción 

de esporas. Los cultivos se centrifugaron a 4500 rpm (3250 g), se realizaron dos lavados 

de la biomasa con NaCl 0,85% y se resuspendieron en ADE a una concentración de 1*108 

UFC/mL. La suspensión de esporas se sometió a choque térmico a 80°C por 20 min. Las 

plantas se desinfectaron como se enunció previamente y se sumergieron por 1 hora en la 

suspensión bacteriana correspondiente (esporas ó vegetativas) ó en ADE, para el caso del 

control sin inoculación, se secaron en cámara de flujo por 20 min y posteriormente se 

sembraron en 50 mL de medio MS(s) al 5% de agar. Luego de 7 días de desarrollo, las 

plantas con y sin aplicación de Bacillus se emplearon para proceder a la extracción de la 

microbiota de la raíz como se presentó en el numeral 6.3.1 y a la extracción de DNA de 

cada cepa, como se indicó en el numeral 6.3.2. En este caso sólo se empleó el medio TSA 

x 0,5 para el aislamiento de los microorganismos. Las colonias obtenidas se cuantificaron, 

se caracterizaron morfológicamente y se conservaron en TSB con 20% de glicerol a -80°C. 

Se realizaron los análisis de diversidad previamente enunciados y sus resultados se 

compararon posteriormente por test t y de permutación con el fin de conocer si la aplicación 

del microrganismo genera diferencias significativas en las poblaciones microbianas. 

6.4 Resultados 

6.4.1 El género Bacillus es el principal componente de la microbiota nativa de banano 
Musa AAA variedad Williams, in vitro 

Con el fin de determinar el tamaño de la población microbiana presente en las plantas de 

banano 7 días después de la siembra a nivel in vitro, se cuantificaron las colonias obtenidas 

en los medios TSA x 0,5; AIA; PIA y YDC. El tamaño de la población microbiana endófita 

total obtenida en medio TSA en los 4 lotes evaluados fue similar e igual a 9,31*103 ± 

0,48*103 UFC/g; mientras que en los medios AIA, YDC y PIA el tamaño de la población fue 

dependiente del lote evaluado, encontrándose que en al menos en un lote no se presentó 

crecimiento de microorganismos provenientes de las raíces de la planta. Se evaluó el total 

de microorganismos aislados de las plantas en los diferentes lotes, se determinó que esta 

cantidad no presenta diferencias significativas entre lotes (datos no mostrados).  
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Figura 6-1.Tamaño de la población microbiana endófita de las raíces de plantas de banano 

variedad Williams a nivel in vitro.  

 

Se realizó comparación entre lotes en los diferentes medios. Letras diferentes corresponden a tratamientos con 
diferencias significativas de acuerdo al test LSD con una confianza del 95%. TSA Valor-P=0,806; AIA Valor-
P=0,0001; YDC Valor-P YDC=0,000; PIA Valor-P=0,000.  

Los diferentes aislados microbianos fueron identificados empleando el gen 16S rRNA y las 

secuencias consenso obtenidas se analizaron en las bases de datos BLASTn y SILVA, 

adicionalmente se determinó su morfología (Tabla 6-1).  

Tabla 6-1. Aislados endófitos de los diferentes lotes de banano variedad Williams y sus 
identidades de acuerdo a la secuenciación del gen 16S rRNA. 

Medio Morfotipo Código Taxonomía Homología (%)  Referencia 
FISH con 

/56-FAM/-Bs575 

 

 

TSA 

 

1 EA-ED0479 Bacillus subtilis 100 KU922443.1 Positivo 

2 EA-ED0480 Bacillus subtilis 100 KC813165.1 Positivo 

2 EA-ED0481 Bacillus subtilis 98 KX426646.1 Positivo 

3 EA-ED0482 Rhodotorula mucilaginosa 100 KT959339.1 n/d 

2 EA-ED0483 Bacillus subtilis 100 JX051359.1 Positivo 

1 EA-ED0484 Bacillus subtilis 99 KU862326.1 Positivo 

2 EA-ED0485 Bacillus subtilis 99 KX426660.1 Positivo 

1 EA-ED0506 Bacillus altitudinis 99 KC171989.1 Negativo 
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8 EA-ED0507 Rhodopseudomonas sp. 95 KJ460004.1 n/d 

9 EA-ED0508 Bacillus subtilis 99 KJ438701.1 Negativo 

9 EA-ED0509 Bacillus subtilis 100 KX420706.1 Negativo 

2 EA-ED0510 Bacillus amyloliquefaciens 99 CP017676.1 Negativo 

10 EA-ED0511 Paenibacillus sp. 99 KJ438704.1 n/d 

11 EA-ED0512 Bacillus cereus 97 KY454692.1 Negativo 

10 EA-ED0513 Paenibacillus sp. 100 KU891834.1 Negativo 

2 EA-ED0516 No identificada n/d n/d n/d 

12 EA-ED0517 Bacillus subtilis 96 KY285264.1 Positivo 

2 EA-ED0520 Bacillus sp. 99 CP17763.1 Positivo 

13 EA-ED0521 Microbacterium sp. 99 KU198775.1 n/d 

14 EA-ED0524 Staphylococcus sp. 99 KF777659.1 n/d 

9 EA-ED0525 Bacillus subtilis 100 KJ872853.1 Negativo 

15 EA-ED0526 Micrococcus sp. 100 HM163485.1 n/d 

1 EA-ED0527 Bacillus subtilis 100 KR560045.1 Negativo 

12 EA-ED0528 Bacillus subtilis 99 LN907748.1 Negativo 

9 EA-ED0535 Bacillus sp. 95 CP018295.1 Positivo 

18 EA-ED0536 Pseudomonas sp. 95 JN871227.1 n/d 

10 EA-ED0537 Paenibacillus sp. 98 KF010797.1 n/d 

1 EA-ED0538 Bacillus sp. 95 EU852051.1 Positivo 

9 EA-ED0546 Bacillus sp. 99 KT150238.1 Positivo 

16 EA-ED0547 Paenibacillus sp. 98 JX912488.1 n/d 

10 EA-ED0548 Paenibacillus sp. 99 FJ006910.1 n/d 

AIA 

17 EA-ED0486 Bacillus subtilis 100 KX664444.1 Negativo 

4 EA-ED0487 Methylobacterium sp. 100 JQ659457.1 n/d 

5 EA-ED0488 Micrococcus luteus 98 K4534353.1 n/d 

6 EA-ED0489 Micrococcus aloeverae 100 KT900585.1 n/d 

7 EA-ED0490 Microbacterium sp. 99 LT223596.1 n/d 
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4 EA-ED0491 Methylobacterium sp. 100 KT592237.1 n/d 

1 EA-ED0492 Bacillus subtilis 100 KY783604.1 Negativo 

4 EA-ED0493 Methylobacterium sp. 100 NR074244.1 n/d 

2 EA-ED0494 Bacillus subtilis 100 AB862123.1 n/d 

12 EA-ED0501 Bacillus sp. 99 HQ877784.1 Negativo 

9 EA-ED0502 Bacillus subtilis 99 KU230021.1 Negativo 

11 EA-ED0503 Bacillus subtilis 99 KU173952.1 Positivo 

9 EA-ED0504 Bacillus cereus 100 CP014486.1 Negativo 

12 EA-ED0505 Bacillus subtilis 100 KX610178.1 Positivo 

10 EA-ED0532 Paenibacillus sp. 99 DQ870733.1 Negativo 

16 EA-ED0533 Paenibacillus sp. 100 KJ438704.1 n/d 

16 EA-ED0534 Paenibacillus sp. 99 EU937966.1 n/d 

16 EA-ED0539 Paenibacillus sp. 97 KR029220.1 n/d 

10 EA-ED0540 Paenibacillus sp. 98 KJ438704.1 n/d 

YDC 

9 EA-ED0495 Bacillus licheniformis 100 JN998708.1 Negativo 

1 EA-ED0496 Bacillus subtilis 100 FJ392729.1 Negativo 

2 EA-ED0497 Bacillus subtilis 100 KY400283.1 Positivo 

4 EA-ED0498 Methylobacterium sp. 100 CP016640.1 n/d 

11 EA-ED0499 Bacillis cereus 97 JQ312044.1 Negativo 

1 EA-ED0500 Bacillus subtilis 100 KY608128.1 Negativo 

9 EA-ED0514 Bacillus subtilis 98 KU200357.1 Positivo 

1 EA-ED0515 Bacillus subtilis 99 KJ872538.1 Positivo 

9 EA-ED0518 Bacillus subtilis 98 KF853121.1 Positivo 

1 EA-ED0519 Bacillus subtilis 99 KT341978.1 Positivo 

2 EA-ED0522 Bacillus subtilis 97 EF150885.1 Negativo 

9 EA-ED0523 Bacillus subtilis 99 KX664444.1 Positivo 

9 EA-ED0530 Bacillus sp. 98 JX406822.1 Positivo 

1 EA-ED0531 Bacillus subtilis 98 KR183875.1 Positivo 
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9 EA-ED0542 Bacillus sp. 99 EU489517.1 Negativo 

10 EA-ED0543 Bacillus subtilis 97 KP966505.1 Negativo 

9 EA-ED0544 Bacillus subtilis 98 KU510073.1 Positivo 

1 EA-ED0545 Bacillus subtilis 97 KU510073.1 Positivo 

PIA 
18 EA-ED0529 Pseudomonas sp. 99 KY490127.1 n/d 

18 EA-ED0541 Pseudomonas sp. 98 JN871227.1 n/d 

*n/d: no determinado 

Se encontraron 18 morfologías entre este grupo de aislados (Anexo IX), de las cuales 6 

correspondieron a morfologías de organismos identificados como B. subtilis, 2 morfologías 

para las cepas como Paenibacillus, 1 para las Pseudomonas, 1 para Methylobacterium, 3 

para Microbacterium, 2 para Micrococcus, 1 para Rhodopseudomonas, 1 para 

Staphylococcus y 1 para Rhodothorula mucilaginosa, esta última no se tuvo en cuenta para 

los análisis de diversidad debido a su naturaleza fúngica. Se determinó que del total de 

cepas aisladas de los lotes 1 al 4 (69 cepas), el 63,77% (44) corresponden a 

microorganismos del género Bacillus. De estas, 31 fueron identificadas como B. subtilis y 

de ellas 19 hibridaron con la sonda Bs575. 

Con el tamaño de la población de cada aislado (UFC/ g de raíz) en cada lote y su 

identificación molecular, se determinó la abundancia relativa de los phylum, clases, 

órdenes, familias y géneros taxonómicos a los cuales corresponde la microbiota identificada 

(Figura 6-2). Se determinó una alta proporción de Firmicutes en los diferentes lotes (entre 

el 65,1-95,9%), la presencia de Proteobacterias en tres de los cuatro lotes evaluados, y en 

dos de los cuatro lotes se encontraron Actinobacterias. Esto es correspondiente en 

proporción a las cantidades encontradas por clase y orden, en donde los Bacillales/Bacilli 

son los organismos de mayor proporción en los 4 lotes, seguido de 

Afaproteobacteria/Rhizobiales presentes en los lotes 1 y 2, las 

Gamaproteobacterias/Pseudomonadales en el lote 4, y las Actinobacteria-actinomycetales 

en el lote 1 y 3. El evaluar la abundancia relativa de la familia y género se determinó una 

mayor proporción de miembros de la familia Bacilliaceae-Género Bacillus en los cuatro 

lotes. Las demás familias/géneros encontradas fueron dependientes del lote, encontrando 

Paenibacilliaceae/Paenibacillus en el lote 2 y 4, Methylobacteriaceae/Methylobacterium sp. 

en el lote 1 y 2, Micrococcaceae/Micrococcus sp. y Microbacteriacea/Microbacterium sp. en 
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los lotes 1 y 3, Bradyrhizobiaceae/Rhodopseudomonas sp. en el lote 2, 

Staphylococcaceae/Staphylococcus sp. en el lote 3, y Pseudomonadaceae/Pseudomonas 

sp. en el lote 4. 

Figura 6-2.  Abundancia relativa de microorganismos endófitos que componen la microbiota 
endófita nativa de las raíces de plantas de banano cultivadas a nivel in vitro.  

 

 

 

Esta variabilidad entre lotes sugiere que existen diferencias en la microbiota nativa 

inherentes al lote, que podría provenir de los diferentes meristemos empleados para el 

desarrollo del cultivo in vitro. En vista de las diferencias entre lotes encontradas se procedió 

a realizar los análisis de diversidad microbiana presente en las muestras de las raíces de 

0

20

40

60

80

100

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4

Ab
un

da
nc

ia
 re

la
tiv

a

Phylum

Actinobacteria Proteobacteria
Firmicutes

0

20

40

60

80

100

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4
Ab

un
da

nc
ia

 re
la

tiv
a

Clase/Orden

Actinobacteria/Actinomycetales
Alfaproteobacteria/Rhizobiales
Gammaproteobacteria/Pseudonales
Bacilli/Bacillales

0

20

40

60

80

100

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4

Ab
un

da
nc

ia
 re

la
tiv

a

Familia

Staphylococcaceae Pseudomonadaceae
Penibacillaceae Micrococcaceae
Microbacteriaceae Methylobacteriaceae
Bradyrhizobiaceae Bacilliaceae

0

20

40

60

80

100

LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4

Ab
un

da
nc

ia
 re

la
tiv

a

Género

Staphylococcus Pseudomonas
Paenibacillus Micrococcus
Microbacterium Methylobacterium
Rhodopseudomonas Bacillus



Capítulo 6  157

 

  

banano provenientes de los lotes 1, 2, 3 y 4. Se desarrolló el análisis de  y diversidad 

para la microbiota encontrada.  

Tabla 6-2. Análisis de diversidad microbiana y  para los lotes de plantas de banano 
cultivadas a nivel in vitro 

Parámetro LOTE 1 LOTE 2 LOTE3 LOTE4 
Diversidad  

Riqueza S 4 4 4 3 
Individuos 3,24*104 1,52*104 1,42*104 1,80*104 

Simpson (1-D) 0,59 0,53 0,19 0,62 
Shannon (H) 1,03 1,01 0,42 1,03 

Berger-Parker 0,53 0,65 0,90 0,46 
Análisis diversidad t /permutación 1-2*  2-3* 3-4* 3-1* 4-1*  2-4* 

Diversidad  
Índice de Whittaker 1,13 

* La prueba presenta diferencias estadísticamente significativas respecto a la diversidad de los lotes evaluados 
por medio de los índices de Shannon (H) y de Simpson (1-D). 

Se determinó que existen diferencias significativas en la diversidad entre los lotes 

evaluados por medio de un análisis de permutación de diversidad, complementado con un 

análisis de diversidad t para los índices Shannon y Simpson. El análisis de diversidad 

presentado muestra una baja riqueza microbiana representada en el número de especies 

por lote, S. Se determinó una mayor cantidad de individuos/g de raíz para el lote 1, mientras 

que los otros lotes presentaron una cantidad de individuos cercana. Se determinó una 

dominancia de 0,41; 0,47; 0,81 y 0,38 para los lotes 1, 2, 3 y 4 respectivamente, indicando 

que existe esa probabilidad de que al aislar aleatoriamente un individuo de la muestra se 

obtenga el mismo grupo taxonómico. De acuerdo a esto, la mayor dominancia se presenta 

en el lote 3, en el cual Bacillus fue el género dominante. La menor dominancia se encontró 

en el lote 4, en el cual los géneros Bacillus y Paenibacillus comparten la mayor abundancia 

relativa. Esto se corroboró con el índice de Berger-Parker. Por su parte, el índice de 

Shannon calculado para cada lote presenta valores entre 0,42 – 0,98 indicando que la 

incertidumbre para predecir a qué taxón corresponderá un microorganismo al seleccionarlo 

al azar entre un grupo de taxones, estará entre esos valores; siendo 1,38 (ln(S)) el máximo 

valor que podría tomar este índice de acuerdo a la riqueza de especie que se encuentra en 

las muestras. El análisis de diversidad t entre las parejas de lotes presentadas determinó 

que existen diferencias significativas en los índices obtenidos para cada lote, tanto el de 

Shannon como el de Simpsons. Esta prueba estadística permite determinar que los lotes 
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no son iguales en abundancia y diversidad de los microorganismos nativos presentes. Se 

realizó además el análisis de diversidad  para los diferentes lotes, el cual arrojó un valor 

de índice de Whittaker de 1,13. Este valor indica que a pesar de la variabilidad local en los 

lotes, existe una alta homogeneidad de las comunidades presentes en el grupo de lotes 

evaluados; encontrando a nivel general alta similitud entre especies y poca biodiversidad. 

A continuación se presenta el análisis de rarefacción realizado para cada uno de los lotes 

de plantas evaluados, junto con los análisis PCoA realizado para los lotes y los géneros 

encontrados, con el fin de conocer si existe algún componente que pueda explicar la 

variabilidad de la diversidad encontrada. Se presentan además las curvas de perfil de 

diversidad (Figura 6-3).  

Figura 6-3. Análisis de rarefacción, PCoA´s y curvas de perfil para la diversidad microbiana 
endófita de los lotes de banano Williams cultivados a nivel in vitro.  

 

  

  

A: Curvas de análisis de rarefacción de individuos por lote de banano muestreado. B. Análisis de coordenadas 
principales (PCoA) para los géneros e individuos colectados en los diferentes lotes de banano. C. Curvas de 
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perfil de diversidad (con base en los de Renyi´s) D. Análisis de coordenadas principales (PCoA) para la 
diversidad encontrada en los lotes de banano in vitro evaluados. 

La Figura 6-3A presenta el análisis de rarefacción en el cual es posible comparar la riqueza 

de los lotes, a pesar de la diferencia de taxones y de individuos entre ellos. Se observa una 

rápida aparición de una fase estacionaria en la gráfica, lo cual es indicativo de que la 

muestra fue estudiada hasta su máximo de taxones cultivables presentes, 3 ó 4 según el 

lote. Esto revela que el esfuerzo de muestreo fue suficiente para determinar las especies 

presentes y que la riqueza de las muestras es baja. Adicionalmente, se presenta el análisis 

de coordenadas principales (PCoA) para la diversidad de géneros microbianos 

determinados en los lotes (Figura 6-3B). Se observan diferencias en su agrupación, donde 

los componentes de los ejes representan tan sólo un 37,3% para el componente 1 y un 

26,2% para el componente 2, indicando que la variabilidad del sistema no puede ser bien 

explicada por variables claves desarrolladas por el análisis de ordinación. Esto indicaría la 

no existencia de patrones de variabilidad fácilmente explicables para la diversidad de los 

lotes. Sin embargo, se encuentra que los géneros con mayor proporción en los análisis de 

abundancia relativa (Bacillus sp., Paenibacillus sp. y Methylobacterium sp.) presentan una 

agrupación diferencial respecto al cluster de géneros de menor representación. Se presenta 

la curva de perfiles de diversidad para los lotes evaluados, en la cual se determina similitud 

entre los lotes, con perfiles muy parecidos. Sin embargo, el lote 4 presenta una tendencia 

levemente diferente a los otros tres, debido probablemente a su menor dominancia y menor 

riqueza de especies, presentando una pendiente menor que los otros lotes. Se realizó el 

análisis PCoA para los lotes, se determinó que los lotes 1, 2 y 3 pueden agruparse de 

acuerdo al componente 1, el cual explica un 71,9% la variabilidad del sistema; mientras que 

el lotes 1 no se agrupa con los otros tres. El análisis del componente 2 indica que tan sólo 

explica la variabilidad en un 18,2%.  

6.4.2 La aplicación del microorganismo B. subtilis EA-CB0575 en las raíces de las 
plantas de banano in vitro enmascara las poblaciones nativas presentes. 

Con el fin de determinar el efecto de la aplicación de B. subtilis EA-CB0575 sobre la 

población y diversidad microbiana de las raíces de banano, se aislaron los microorganismos 

endófitos presentes en plantas con y sin aplicación de Bacillus a los 7 DDI. La microbiota 

resultante encontrada e identificada por la secuenciación del gen 16S rRNA permitió 

determinar la presencia de los géneros Bacillus, Pseudomonas, Paenibacillus, Moraxella, 

Acinetobacter y Arthrobacter, los tres primeros previamente encontrados en los lotes 1,2,3 
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y 4 evaluados previamente. Los géneros mencionados se encontraron en plantas control. 

Los géneros Moraxella, Acinetobacter y Arthrobacter no se habían encontrado en los lotes 

antes evaluados, pero podrían ser parte de una fracción variable de la microbiota, 

adicionalmente, estas bacterias pertenecen a órdenes taxonómicos previamente 

encontrados, Actinomycetales para Arthrobacter y Pseudomonadales para Moraxella y 

Acinetobacter. Los tratamientos con aplicación del microorganismo (células vegetativas y 

esporas de B. subtilis EA-CB0575 a una concentración de 1*108 UFC/mL) fueron evaluados 

respecto a su diversidad microbiana, encontrando una alta proporción de Bacillus en las 

raíces de estas plantas evaluadas, mientras que otros géneros presentes se hacen casi 

imperceptibles. Esto sugiere un efecto de enmascaramiento de las otras poblaciones debido 

a la alta concentración de Bacillus en la planta (Figura 6-4). Este efecto podría deberse a 

dos factores: el primero podría ser una desinfección ineficiente de las raíces, lo que en 

realidad no logra eliminar los microorganismos inoculados, ya sean como esporas o células 

vegetativas. Esta teoría toma fuerza debido al hecho de trabajar con microorganismos 

formadores de endosporas, las cuales son altamente resistentes a condiciones de estrés 

ambiental y químico. El segundo es la posibilidad de que el microorganismo module la 

microbiota presente en las plantas debido a su capacidad de producción de antibióticos y a 

su necesidad de competir por nutrientes y espacio, lo que podría relacionarse además con 

su capacidad de colonización de la raíz.  

Figura 6-4.  Abundancia relativa de microorganismos que componen la microbiota nativa 
de plantas de banano cultivadas a nivel in vitro 
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Con el fin de evaluar el impacto que puede presentarse por la aplicación del microorganismo 

B. subtilis EA-CB0575 sobre la microbiota nativa presente en las plantas de banano, se 

realizó el análisis de diversidad de las plantas con y sin aplicación (Tabla 6-3).  

Tabla 6-3.  Análisis de diversidad y  para los tratamientos con y sin aplicación de B. 
subtilis EA-CB0575 

Parámetro Control  Células 
vegetativas Esporas 

Diversidad  
Riqueza S 6 4 3 
Individuos 2,5*105 5,4*106 5,7*106 

Dominancia (D) 0,42 0,77 0,87 
Simpson (1-D) 0,58 0,23 0,13 
Shannon (H) 1,19 0,43 0,27 

Berger-Parker 0,62 0,87 0,93 
Análisis diversidad t /permutación Cont-veg* Veg-espo* Espo-cont* 

Diversidad  
Índice de Whittaker 0,38 

* La prueba presenta diferencias estadísticamente significativas respecto a la diversidad de los lotes evaluados 
por medio de los índices de Shannon (H) y de Simpson (1-D). 

Se observa que la riqueza (S) se reduce en los tratamientos con la aplicación del 

microorganismo, mientras que en el control se encontraron 6 taxas, en los otros 

tratamientos tan sólo 4 y 3. Esto es el primer indicativo de que el microorganismo puede 

estar generando un efecto sobre las poblaciones nativas en las plantas. Adicionalmente, se 

encuentra que los tratamientos donde el Bacillus fue aplicado presentan una alta 

dominancia (D), entre 0,77-0,87, mientras que en el control sin aplicación este índice es tan 

sólo 0,42. El índice de diversidad de Shannon del control es superior al de los tratamientos 

inoculados, para los que ese valor es de 0,43 y 0,27 para la aplicación de células 

vegetativas y esporas, respectivamente; indicando media y baja incertidumbre para predecir 

de qué taxón sería un microorganismo aislado de la muestra. Se evaluó la diversidad  y 

se encontró un valor del índice de Whittaker de 0,38, indicando que son pocos los 

microorganismos que se comparten o recambian entre las muestras; lo cual es sinónimo de 

alta diferenciación a nivel regional.  Se realizaron análisis de rarefacción, curvas de perfil 

de diversidad y análisis PCoA para aportar en dilucidación del efecto de la aplicación del 

microorganismo en las raíces a nivel in vitro (Figura 6-5). En la curva de rarefacción se 

observa la riqueza de las muestras, lo cual coincide con lo previamente enunciado por los 
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índices de diversidad, se observa una mayor riqueza para el control sin inoculación de la 

bacteria, seguida del tratamiento con aplicación de células vegetativas y posteriormente 

con aplicación de esporas. 

Figura 6-5. Análisis de rarefacción, PCoA y curvas de perfil para la diversidad endófita de 
los tratamientos con y sin aplicación del microorganismo B. subtilis EA-CB0575. 
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alcanza la fase Platau (Figura 6-5), indicativo de que las especies cultivables que se 

encuentran en la muestra fueron analizadas en su totalidad e indicativo de que el esfuerzo 

de muestreo es el adecuado para el proceso. En el análisis PCoA para los géneros 

presentes se determinó que los componentes 1 y 2 del análisis ordinal permiten explicar tan 

sólo un 42,1% y un 22,8% la variación entre los géneros encontrados. Se encuentra que 

Bacillus, Paenibacillus y Pseudomonas, los géneros de mayor propoción en las muestras 

de estos lotes evaluados, están separados de los géneros de menor proporción. El análisis 

por curvas de perfil de diversidad muestra un cambio drástico en la cantidad de taxones 

presentes en las muestras y en la dominancia de los taxones presentes para las muestras 

inoculadas. El control presenta una curva característica de especies bien distribuídas y con 

baja dominancia, mientras que los tratamientos con el microorganismo presentan una curva 

característica de una alta dominancia y poca distribución de las especies presentes. Por 

medio del análisis PCoA se encontró que la variabilidad de los tratamientos puede ser 

altamente explicada por el componente 1 (98,1%), lo cual genera una agrupación de los 

puntos alrededor del eje e indicando que la variabilidad puede explicarse un su totalidad 

por un factor en común, en este caso podría suponerse que la aplicación de la PGPR puede 

ser ese factor.  

 

6.5 Discusión 

La presencia de microorganismos endófitos ha sido ampliamente reportada para diversos 

cultivos (Gaiero et al., 2013) pero son pocos los reportes sobre microorganismos endófitos 

de cultivos in vitro (Quambusch et al., 2014). Este trabajo se orientó a determinar la 

microbiota endófita nativa cultivable presente en las plantas de banano variedad Williams 

producido a nivel in vitro, y a realizar un análisis de diversidad para las poblaciones 

presentes en las plantas. Se determinó que existe una porción de la microbiota común entre 

las plantas, especialmente microorganismos pertenecientes al género Bacillus; una porción 

de microorganismos que pueden estar en mayor proporción, como es el caso de 

Pseudomonas, Methylobacterium y Paenibacillus, y una porción de microorganismos que 

es muy variable y que puede estar compuesto por especies de géneros como Micrococcus, 

Microbacterium, Staphylococcus, Rhodopseudomonas, Acinetobacter, Moraxella, 

Arthrobacter y otros que posiblemente no fueron detectados en este estudio debido a su 
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carácter no cultivable o a su baja proporción en las muestras. Todos los géneros reportados 

hacen parte de microorganismos comúnmente presentados en plantas y pertenecientes a 

los Phylum Firmicutes, Actinobacterias y Proteobacterias (Bulgarelli et al., 2013). 

La presencia de Bacillus como endófitos predominantes de los cultivos in vitro, los cuales 

provienen de explantes que han pasado una serie de procesos de desinfección para su 

propagación, sugiere que esto podría deberse a la capacidad de resistencia de estos 

microorganismos a condiciones de estrés, como las existentes en un ambiente sometido a 

agentes químicos empleados en los procesos de desinfección rutinarios. Se propone que 

estos pasos de desinfección podrían seleccionar una microbiota “núcleo” compuesta de 

microorganismos de los géneros Bacillus y Paenibacillus, formadores de endosporas, y los 

representantes de la mayor proporción en este estudio de diversidad de banano. Otros 

microorganismos menos resistentes como los pertenecientes a los géneros Pseudomonas, 

Methylobacterium y Acinetobacter podrían presentarse debido a que a pesar de ser menos 

resistentes, algunos podrían soportar las condiciones y empezar un proceso de adaptación, 

en el que su capacidad de colonización juega un papel importante. Se han reportado 

evaluaciones de microbiota nativa de plántulas in vitro donde algunos de estos géneros 

enunciados son protagonistas, y en los que se ha determinado su capacidad de 

colonización de plántulas (Quambusch et al, 2013; Egamberdieva et al., 2015; Orlikowska 

et al., 2016; Thomas et al., 2016).  

Del total de microorganismos identificados en los lotes 1 al 4, se determinó que el 65% de 

las cepas pertenecen al género Bacillus, y entre ellas 31 fueron identificadas según la 

homología con las secuencias depositadas en las bases de datos como B. subtilis. Se 

empleó el método FISH con la sonda específica de B. subtilis, previamente desarrollada en 

este proyecto, y se determinó que sólo 19 de estos microorganismos hibridaron; lo cual deja 

en duda su precisa identificación. A pesar de que los análisis de diversidad microbiana 

presentaron una alta variabilidad entre los taxones que componen los diferentes lotes 

evaluados, el análisis presentó una similitud entre los componentes de los lotes a nivel 

general, lo cual corresponde a un índice cercano a 1, donde la relación entre la diversidad 

gamma y la alfa indican similitud entre las comunidades analizadas. Esto implica que a nivel 

global las especies encontradas son similares. 

Contrario a lo presentado en otros trabajos sobre el tema de microbiota nativa de banano 

(Koberl et al., 2015; Rossmann et al., 2012), los resultados de esta investigación presentan 
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una microbiota nativa dominada por Firmicutes principalmente, entre tanto, esas 

investigaciones reportan una dominancia del Phylum Proteobacteria específicamente de la 

familia Enterobacteriaceae y Pseudomonaceae; y géneros como Klebsiella, Escherichia, 

Rauoltella, Salmonella, Pseudomonas, muchos de ellos patógenos humanos u 

oportunistas. Sin embargo, la etapa fenológica del cultivo, el lugar de colecta, y sistema de 

siembra empleado pueden ser factores claves para la definición de este microbioma. Un 

estudio similar al nuestro desarrollado por Thomas et al., (2008), expone también la 

existencia de poblaciones nativas de bacterias en las plántulas de banano in vitro, indicando 

una alta prevalencia de géneros como Acinetobacter y Serratia, y reportando la presencia 

de otros géneros como Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus y otros también reportados en 

este proyecto. Las evidencias demuestran que existe una microbiota relacionada a las 

plantas de bananao in vitro, el cual podría ser empleado para modular actividades de 

nutrición, defensa y desarrollo vegetal.  

Se evaluó el efecto de la aplicación de B. subtilis EA-CB0575 sobre las poblaciones nativas 

de banano a nivel in vitro a los 7 DDI. Se determinó que la presencia de la PGPR afecta la 

diversidad y abundancia de especies presentes en el cultivo, lo cual se evidenció por medio 

del cambio en la composición de mibrobiota aislada de la planta después de la inoculación, 

el cual consistió en menor cantidad de géneros detectados y menor cantidad de UFC/g de 

raíz detectadas. Este efecto podría deberse a la capacidad de colonización del 

microorganismo ya sea a nivel endófito o epífito, o ambas, que genere una competencia 

por espacio con los otros microorganismos presentes, modulación en la microbiota de la 

planta de acuerdo a procesos de señalización con la planta ó a producción de compuestos 

antibióticos que generen antagonismo con la microbiota nativa. Sin embargo, este último 

ítem fue probado frente a algunos de los microorganismos endófitos y no se presentó 

antagonismo a nivel in vitro (datos no mostrados). Se sugiere continuar los estudios 

evaluando cuál es el efecto de la aplicación de las PGPR´s en la planta pero en diferentes 

tiempos, lo que permitiría acercarse más al conocimiento de las interacciones entre la planta 

y estos microorganismos. Así mismo sería de interés conocer el efecto de la aplicación de 

Bacillus no sólo sobre las poblaciones cultivables sino también de no cultivables, para lo 

que los estudios metagenómicos podrían ser de gran ayuda. Estudios en el tema han 

presentado resultados contradictorios empleando diferentes técnicas, algunos arrojan como 

resultado un efecto neutro de la aplicación de microorganismos en diferentes cultivos, otros 

indicando efecto negativo para la abundancia poblacional y otros demostrando el aumento 
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de la actividad microbiana en los suelos (Castro-Sowinski et al., 2007), sin embargo, la 

unión de la información obtenida por métodos cultivables y relacionada a los resultados 

metagenómicos, podría brindar un panorama mas real y amplio de los que sucede con la 

biodiversidad microbiana presente en los cultivos de tejidos al aplicar inoculantes 

biológicos.   

6.6 Conclusiones 

En este estudio se reporta la composición de la microbiota nativa de la planta de banano 

cultivado a nivel in vitro y asociada a la rizosfera del cultivo. Se determinó que entre el 

46,4%-92,4% de la microbiota presente son Bacillus, y una porción menor está constituída 

por géneros como Pseudomonas, Micrococcus, Rhodopseudomonas, Microbacterium, 

entre otros, pertenecientes a los diferentes familias de los phylum Firmicutes, 

Proteobacteria y Actinobacteria. Se determinó diferencias en la diversidad de los lotes de 

plantas pero una diversidad que indica similitud global en la diversidad de los lotes. 

Adicionalmente, se evaluó el efecto que genera la aplicación del microorganismo B. subtilis 

EA-CB0575 en las poblaciones nativas de las plantas de banano, determinando que la 

aplicación de la bacteria enmascara las poblaciones presentes en menor proporción, con 

un impacto en la reducción del número de especies encontradas y en su abundancia, lo 

que podría deberse a la alta dominancia de la cepa PGPR, luego de su aplicación en la 

planta.  
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7. Conclusiones y Recomendaciones 
 

7.1 Conclusiones  

 

En este estudio se secuenció, ensambló y realizó el análisis del genoma de B. subtilis EA-

CB0575. Se determinó que el microorganismo tiene un genoma de 4,2 Mb, el cual pudo 

ensamblarse en 16 contings. Se evaluó la presencia de algunos de los genes relacionados 

con los mecanismos de promoción de crecimiento vegetal y se determinó que la cepa 

posee genes relacionados con la producción de AIA, sideróforos, LPs, solubilización de 

fosfatos, fijación de nitrógeno y producción de acetoína y 2,3 butanodiol.  

 

De las evaluaciones bioquímicas de los rasgos PGPR se determinó que B. subtilis EA-

CB0575 produce AIA, sideróforos, puede solubilizar fosfatos, fijar nitrógeno y producir los 

LPs surfactinas y fengicinas. Por medio de espectrometría de masas, se determinó que las 

Bacillus produce surfactinas con cadena polar entre C12 y C16, fengicinas A con cadena 

polar entre C14-C17 y fengicinas B C16 y C17.  

 

Se determinó que B.subtilis EA-CB0575 promueve el crecimiento de las plantas de tomate 

Chonto y banano variedad Williams al emplear las esporas o células vegetativas del 

microorganismo. Las dos concentraciones del microorganismo evaluadas (1*107 y 1*108 

UFC/mL) promueven el crecimiento de las plantas, pero la concentración 1*108 UFC/mL 

presenta resultados mas consistentes entre evaluaciones. Esta promoción se observó en 

los diferentes sustratos evaluados, a nivel in vitro e invernadero.  

 

Se diseñó y evaluó una sonda basada en el 16S rRNA de Bacillus subtilis para ser 

empleada en los métodos FISH/CARD-FISH, esta sonda es especifica para la especie B. 

subtilis y permite diferenciar entre microorganismos del clado B. subtilis. Además, presentó 

resultados exitosos en la detección del microorganismo en las raíces de banano y tomate.  
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B. subtilis EA-CB0575 fue detectado en las muestras de raíces de tomate y banano hasta 

a los 30 DDI empleando los métodos FISH/CARD-FISH con la sonda específica Bs575, y 

se determinó un aumento de las poblaciones de microorganismos detectadas en el tiempo. 

Debido a la presencia del microorganismo en alta proporción en las raíces, su aumento 

poblacional en el tiempo y la formación de matrices multicelulares en la raíz, se concluye 

que la cepa coloniza las raíces de los cultivos agrícolas en estudio.  

Al evaluar la producción de LPs de las familias fengicinas y surfactinas en las raíces de 

banano se encontró la presencia de surfactinas con cadena polar entre C13- y C16 en las 

muestras estudiadas, pero no fue posible detectar fengicinas. La presencia de surfactinas 

en el control sin aplicación del microorganismo no permite atribuir la producción de estos 

compuestos al B. subtilis EA-CB0575 e indica que es posible la presencia de otros Bacillus 

de forma nativa en las raíces de banano.  

Las vitro-plantas de banano presentan una microbiota endófita compuesta en su mayoría 

por microorganismos de los géneros Bacillus y Paenibacillus. En menor proporción se 

presentan microorganismos de los géneros Pseudomonas, Acinetobacter, Arthrobacter, 

Micrococcus, Methylobacterium, Microbacterium, entre otros. La diversidad local en los 

lotes de banano in vitro evaluados presentó cambios en abundancia y en cantidad de 

especies, lo que se evaluó por medio de los índices de diversidad  Shanon y Simpson sin 

embargo, la diversidad regional () se considera sin cambios aparentes (valor de 1,13).  

Cuando las plantas in vitro de banano son inoculadas con B. subtilis EA-CB0575 se reduce 

la diversidad y abundancia de los géneros bacterianos presentes en las plantas, 

encontrándose además una alta abundancia relativa de B. subtilis en las muestras.  
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7.2 Recomendaciones 

En esta tesis doctoral se secuenció y ensambló el genoma del microorganismo B. subtilis 

EA-CB0575 y como resultado se obtuvo un genoma ensamblado en 16 contings. Sin 

embargo, el operón de las NRP´s para la producción de surfactinas quedó fraccionado y 

compartido entre los contings 5 y 7, lo que también sucedió con el operón que codifica para 

la producción de las NRP´s de fengicinas, ubicadas entre el conting 10 y 11. Por este 

motivo, se recomienda resecuenciar y reensamblar el genoma para reducir la cantidad de 

contings y obtener completos los operones para producción de NRP´s de los LPs 

enunciados. 

 

Se recomienda emplear un método de detección, identificación y cuantificación para el 

estudio de las surfactinas y fengicinas en las raíces de las plantas de banano inoculadas y 

sin inocular con el microorganismo B. subtilis EA-CB0575, de esta manera se podrá 

determinar si existen diferencias en la cantidad de LPs producidos por el microorganismo 

en las raíces de las plantas, respecto de la cantidad producida por los microorganismos 

nativos en las raíces sin aplicación de la PGPR. Adicionalmente, el desarrollo de mutantes 

deficientes en la producción de surfactinas y fengicinas ó mutantes con la inserción de gfp 

en el operón que codifica la producción de NRP´s de estos LPs, podría ayudar a la 

evaluación de la producción de estos compuestos en las raíces de los cultivos de interés. 

 

En este proyecto se evaluó la aplicación del microorganismo PGPR B. subtilis EA-CB0575 

en las plantas de banano variedad Williams y tomate variedad Chonto-Santa Cruz. Se 

recomienda evaluar el efecto en otras variedades del cultivo y determinar si la aplicación 

temprana del microorganismo genera efectos en la producción. 

 

Se estudió la colonización del microorganismo empleando FISH y CARD-FISH, 

determinando la presencia del microorganismo en los ambientes estudiados. Sin embargo, 

se recomienda el uso de plataformas como CMEIAS y DAIME para cuantificar los 

resultados obtenidos por estos métodos. Adicionalmente se recomienda el uso de una 

sonda para eubacterias marcada con la enzima HRP con el fin de emplear el método 

CARD-FISH con la sonda Bs575, específica para B. subtilis, y con una sonda universal. 

Se recomienda dirigir la evaluación de los patrones de colonización a la zona de 
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maduración, de elongación y de diferenciación, realizando cortes histológicos de acuerdo 

a la diferenciación de células que se encuentran en estas zonas de la raíz.  

 

Se sugiere continuar el estudio de formación de biopelícula del microorganismo B. subtilis 

EA-CB0575 evaluando qué componentes de la raíz pueden inducir la formación de esta 

matriz multicelular, qué componentes de los exudados de las plantas de banano o tomate 

son inductores de esta formación y si la adición de estos compuesto en los cultivos in vitro 

podría aumentar la colonización del microorganismo. Adicionalmente se recomienda 

generar mutantes de la cepa B. subtilis EA-CB0575 deficientes en la formación de 

biopelícula para indagar más a fondo el papel que los exudados y los extractos veegtales 

puedan tener sobre la formación de biopelícula. 

 

Se hace necesario la evaluación de diferentes métodos de desinfección de las raíces 

inoculadas con B. subtilis para garantizar que la baja abundancia relativa de las 

poblaciones encontradas en las raíces después de la inoculación no se deba a la presencia 

de altas cantidades de la PGPR que no puedo ser eliminada de las muestras de estudio. 
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Anexos  

Anexo I.  Scripts empleados en extracción de genes codificantes 
de proteínas y para convertir alineamientos de formato FASTA a 
formato Phylip 

extract_genes.py 

Empleado para extraer genes codificantes de proteína de genomas en gbk 

Lenguaje: Python. Escrito por: Nicolás Franco, Germán Santa María. 

#!/usr/bin/env python 
# Nicolas Franco Sierra 2/dic/2014 
# extract_genes.py 
# Dada una lista de genes y una de genomas, busca y extrae dichos genes 
de cada uno de los genomas | output: un fasta por cada gen 
# modo de uso: python extract_genes.py tabla_genes tabla_genomas 
from Bio import SeqIO 
import sys 
input_genes = str(sys.argv[1]) 
input_genomas = str(sys.argv[2]) 
tabla_genes = open(input_genes, "r") 
for line in tabla_genes: 
 n = 0 
 gen = str(line.split()[0]) 
 output = open(gen + ".fasta", "w") 
 genomas = open(input_genomas, "r") 
 print gen 
 for line in genomas: 
  flag = False   
  genoma = str(line.split()[0]) 
  genoma_handle = open(genoma, "rU") 
  for rec in SeqIO.parse(genoma_handle, "genbank"): 
       if rec.features: 
           for feature in rec.features: 
                if feature.type == "CDS" and ('gene' 
in feature.qualifiers):   
      if gen == 
feature.qualifiers['gene'][0]: 
       output.write(">" + 
rec.annotations['organism'] + "\n")                  
      
 output.write(str(feature.location.extract(rec).seq) + "\n") 
       flag = True 
        



Anexos 172

 

  

  n += 1 
  if flag: 
   print "Extraido " + gen + " de " + 
rec.annotations['organism'] + ". Van: " + str(n) 
  else: 
   print "No se encontro " + gen + " en " + 
rec.annotations['organism'] 
   output.write(">" + rec.annotations['organism'] + "\n 
\n") 
  genoma_handle.close() 
 output.close() 
 genomas.close() 
 

fasta2phy.py 

Empleado para convertir alineamientos de formato FASTA a formato Phylip 

Lenguaje: Python. Escrito por: Nicolás Franco, Germán Santa María. 

#!/usr/bin/env python 
# fasta2phy.py 
# Escrito por Nicolas D. Franco Sierra 
# Universidad EAFIT, mayo/2015 
# Convierte un alineamiento de formato FASTA a formato Phylip 
# Modo de uso: fasta2phy.py alineamiento_entrada.fasta 
alineamiento_salida.phy 
import sys 
from Bio import SeqIO 
def length_counter(fasta): 
    first_record = SeqIO.parse(open(fasta, "rU"), "fasta").next() 
    return len(first_record.seq) 
def taxa_counter(fasta): 
    num_taxa = 0 
    for record in SeqIO.parse(open(fasta, "rU"), "fasta"): 
        num_taxa += 1 
    return num_taxa 
input_file = sys.argv[1] 
output_file = sys.argv[2] 
o = open(output_file,"w") 
n_taxa = taxa_counter(input_file) 
matrix_len = length_counter(input_file) 
o.write(str(n_taxa) + " " + str(matrix_len) + "\n") 
for record in SeqIO.parse(open(input_file, "rU"), "fasta"): 
    o.write(str(record.id) + "\t" + str(record.seq) + "\n
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 Anexo II. Tablas de iones precursores para surfactinas y fengicinas A y B. 

SURFACTINAS 

C12 
surfactina 

198,31 

795,47 

993,79 

994,79 [M+H]+ n/d 

1016,78 [M+Na]+ n/d 

1032,89 [M+K]+ n/d 

C13 
surfactina 

212,34 1007,81 

1008,81 [M+H]+ 

Iones y: 667,46  554,35  441,27342,23227,17 

Iones b: 895,57  667,46 568,40  455,31342,23 

Iones b-H2O: 764,48324,21 

Iones b+H2O: 685,45586,37 

Iones a:119,18 

Ion inmonium: 86,10 

1030,80 [M+Na]+ 

Iones y:  441,27342,23227,17 

Iones b: 917,56 804,47 

Fragmentos Mc Lafferty: 958,66714,48 

1046,92 [M+K]+ n/d 

C14 
surfactina 

226,21 1021,68 
1022,68 [M+H]+ 

Iones y: 667,42 554,35  441,27227,17 

Iones b: 909,59  796,506 582,41  
469,33356,24227,17 

Iones b-H2O: 891,59338,23 

Iones b+H2O: 685,45586,37 

Ion inmonium: 86,10 

Ion Marcador surfactinas H+: 685,45 

1044,67 [M+Na]+ Iones y: 227,18 342,2 
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Iones b: 931,57 818,49 

Iones b-H2O: 800,48685,46 

Iones a: 463,25 

Fragmentos Mc Lafferty: 972,69728,49 

1060,78 [M+K]+ n/d 

C15 
surfactina 

240,39 1035,87 

1036,87 [M+H]+ 

Iones y:  667,43554,35441,27342,27227,17 

Iones b:  923,61810,53596,43483,34370,26 

Iones b-H2O: 352,24 

Ion inmonium: 86,10 

Ion Marcador surfactinas H+: 685,45 

1058,86 [M+Na]+ 

Iones y: 342,27 

Iones b: 945,59 832,50505,37392,27263,2 

Iones b-H2O: 814,50600,41 

Fragmentos Mc Lafferty: 986,69742,51 

1074,97 [M+K]+ n/d 

C16 
surfactina 

254,42 1049,90 

1050,90 [M+H]+ n/d 

1072,88 [M+Na]+ 

Iones y: 343,27 

Iones b: 959,59846,51406,79 

Iones b-H2O: 828,51 

Iones a: 434,44 

1089,00 [M+K]+ n/d 

*MW: corresponde a peso molecular. 
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FEN
G

ICIN
A

 A
 

FENGICINAS 

FRACCIÓN 
MW* 

Fracción apolar 
(Da) 

MW* 
oligopéptido 

(Da) 

MW* 
(Da) 

Iones precursores m/z [M+X] 
Productos iónicos (m/z) 

 

C12 198,31 

1208,90 

1407,22 

1408,22 [M+H]+ n/d 

1430,20 [M+Na]+ n/d 

1446,32 [M+K]+ n/d 

C13 212,34 1421,24 

1422,24 [M+H]+ n/d 

1444,23 [M+Na]+ n/d 

1460,34 [M+K]+ n/d 

C14 226,21 1435,11 

1436,11 [M+H]+ 

Iones y: 1080 965,29  502,11 

Iones b: 1159 934,66 227,43 

Iones y-NH3: 1063,50; 949,45 

1458,10 [M+Na]+ n/d 

1474,21 [M+K]+ n/d 

C15 240,39 1449,30 

1450,30 [M+H]+ 

Iones y:  1080,32965,32502,12 

Iones b:  949,671 

Iones y-NH3:1063,5 

Ion a: 938,46 

1472,29 [M+Na]+ n/d 

1488,40 [M+K]+ n/d 

C16 254,42 1463,32 

1464,32 [M+H]+ 

Iones y: 1080,43965,43502,29277,17 

Iones b: 962,52661,41255,12 

Iones b-H2O: 237,29 

Iones y-NH3: 1063,53; 949,45 

1486,31 [M+Na]+ n/d 

1502,43 [M+K]+ n/d 

   1477,90 [M+H]+ Iones y: 1080,43965,43572,26501,22 
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C17 

 
268,00 

 
1476,90 

Iones b: 
1364,791201,7161073,65976,7905,566

75,48

Iones y-NH3: 949,45 

1499,89 [M+Na]+ n/d 

1516,01 [M+K]+ n/d 

FEN
G

ICIN
A

 B
 

C12 198,31 

1236,93 

1435,24 

1436,24 [M+H]+ n/d 

1458,23 [M+Na]+ n/d 

1474,35 [M+K]+ n/d 

C13 212,34 1449,27 

1450,27 [M+H]+ n/d 

1472,26 [M+Na]+ n/d 

1488,37 [M+K]+ n/d 

C14 226,21 1463,14 

1464,14 [M+H]+ n/d 

1486,13 [M+Na]+ n/d 

1502,24 [M+K]+ n/d 

C15 240,39 1477,33 

1478,33 [M+H]+ n/d 

1500,32 [M+Na]+ n/d 

1516,43 [M+K]+ n/d 

C16 254,42 1491,35 

1492,35 [M+H]+ 

Ionesy:1236,891108,39994830,32600,23
502,22276,104 

Iones b: 1378,72 1215,73762,569 

Iones a: 463,25 

1514,34 [M+Na]+ n/d 

1530,46 [M+K]+ n/d 

C17 268,00 1504,93 
1505,93 [M+H]+ 

Iones y: 1108,37994830,32600,23 

Iones b: 675,55 398,48 

Iones a: 966,51 

1527,92 [M+Na]+ n/d 
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Anexo III. Árbol filogenético de 31 cepas de Bacillus sp. evaluadas 
en este proyecto, empleando el gen 16S rRNA. 
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Anexo IV.  Análisis de suelos empleados en el estudio 

 

Suelo Tierra Negra (Alta concentración Materia Orgánica) 

 

Suelo de desierto (Baja concentración de materia orgánica).  

Tomado de Bashan et al., 2000. 
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Anexo V. Evaluación de B. subtilis EA-CB0575 en plantas de 
tomate y banano. 

A. Efecto de diferentes concentraciones de esporas y células vegetativas de B. subtilis EA-
CB0575 en el crecimiento de plantas de tomate en sustrato con alto contenido de materia 
orgánica después de 60 DDI  

 

B. Efecto de diferentes concentraciones de esporas y células vegetativas de B. subtilis EA-
CB0575 en el crecimiento de plantas de tomate en MS(L) a los 30 DDI. 

 

C. Efecto de la aplicación de esporas y células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 
en el crecimiento de plantas de tomate en MS(L) a los 30 DDI. 

 

b b
b b

a*

b b b b
a*

0

5

10

15

20

25

30

Control Espo 10^7 Espo 10^8 Veg 10^7 Veg 10^8LR
: L

on
gi

tu
d 

ra
di

cu
la

r (
cm

) y
PS

A:
 P

es
o 

se
co

 a
ér

eo
 *

10
 (g

)  
   

   
   

   
   

   
   

   
   

   
  

Tratamiento
Promedio de LR Promedio de PSA

b
b

a*

b

a*
b

0
0,5

1
1,5

2
2,5

3
3,5

4
4,5

Control Esporas Vegetativas

PS
A:

 P
es

o 
se

co
 a

ér
eo

 (m
g)

 y
 

PS
R:

 P
es

o 
se

co
 ra

di
cu

la
r 

(m
g)

Tratamiento

0
1
2
3
4
5
6

control esporas vegetativasLA
: L

on
gi

tu
d 

aé
re

a 
(c

m
)

N
H

: N
úm

er
o 

de
 h

oj
as

 (#
)

PF
T:

 P
es

o 
fr

es
co

 tt
oa

l (
g)

Tratamiento
Promedio de LA Promedio de NH



Anexos 180

 

 

  

Anexo VI. FISH para células vegetativas y esporas de B. subtilis 
EA-CB0575 con la sonda /56-FAM/Bs575.  

 

 

 

                
 
Hibridación de fluorescencia de B. subtilis EA-CB0575 con la sonda diseñada en sus diferentes versiones. A. 
Células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 hibridando con sonda /56-FAM/-Bs575 a las 24 h cultivo en medio 
TSB objetivo de 100X. B. Células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 hibridando con las mezcla de sondas 
EUBMIX 338, a las 24 hde cultivo en medio TSB en objetivo de 100X. C. Superposición de las imágenes A y 
B. D. Células vegetativas Células vegetativas de B. subtilis EA-CB0575 hibridando con la sonda Bs575-Cy3, a 
las 24 h de cultivo en medio TSB en objetivo de 40X. E y F. Células vegetativas del microorganismos de estudio 
sin adición de sonda, visualizadas en el filtro FITC y Cy3 respectivamente en objetivo de 100X. G. Cultivo de 
esporas en medio SBM sometidas a hibridación con las sondas Bs575-FAM y con la mezcla EUBMIX, 

5 m 5 m 

5 m 

B 

C 

10 m 

D 

E 

5 m 

F 
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visualizadas en filtro FITC. H. Esporas a las que se les realizó todo el proceso de fijación, permeabilización, 
hibridación (sin sonda), lavado y finalmente visualización en FITC. 

Anexo VII.  Cinética de fluorescencia y detección de B. subtilis EA-
CB0575 en medios TSB y SBM 

 

 

Anexo VIII. Perfiles cromatográficos de fracción SPE 100% 
Metanol de B. subtilis EA-CB0575 cultivado en medio TSB y SBM.  

A. Cromatograma para el cultivo de B. subtilis EA-CB0575 en medio TSB. 

 

 
min 
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B. Cromatograma para el cultivo de B. subtilis EA-CB0575 en medio SBM  

 

Anexo IX. Iones precursores de surfactinas detectados en los 
extractos metanólicos de las muestras de raíces de banano 
inoculadas y sin inocular con B. subtilis EA-CB0575 y sembradas 
en MS(s) y MS(L) 

Medio Tratamiento Iones 
detectados 

Intensidad 
normalizada 

Iones detectados en MS/MS 

MS(s) 

Control 

1008,66 1,22*106 Iones y: 324,22  227,17 

Iones b: 895,58 685,45 360,28 

Iones b- H2O: 568,40554,35455,31342,23 

Iones inmonium: 86,10 

1022,67 4,82*106 Iones y: 667,42  554,35441,27342,28227,17 

Iones b: 909.58 796,502 582,41 
469,33356,24227,17 

Iones b(+/-H2O): 245,18; 338,23 

Ion inmonium: 86,10 

1036,69 2,88*106 Iones y: 796,42  667,41554,35441,27227,17 

Iones b: 
923,61810,52695,50596,43483,34370,26 

Iones b (-H2O): 905,58352,24 

Ion inmonium: 86,10 

1058,67 4,51*105 Iones y: 343,27 

Iones b: 945,59 

Iones b(-H2O): 600,46 

Células  
Vegetativas 

1008,66 3,53*105 Iones y: 667,46441,27227,17 

Iones b: 667,46568,407 

Iones b(+/-H2O): 360,21; 550,39 

Iones inmonium: 86,10 

1022,67 1,48*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b: 909,58582,41469,33227,17 

Iones b(-H2O): 338,23 

min 
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Iones a: 199,18 

Iones inmonium: 86,10 

1036,67 1,52*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b: 923,51695,50596,43483,34370,26 

Iones b(-H2O): 792,51352,25 

Iones inmonium: 86,10 

1044,67 2,31*106 Iones y: 343,27 

Iones b:931,55 

Iones b-H2O:231,07 

1058,67 1,15*106 Iones y: 343,12 

Iones b: n/d 

Iones b(-H2O):814,50600,22 

Esporas 

1008,66 1,2*106 Iones y: n/d 

Iones b: 895,58 

Iones b(-H2O): 455,32 

1022,67 3,8*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b: 909,58582,41469,33356,24227,17 

Iones b(+/-H2O): 245,18; 891,59338,23 

Iones a: 338,23199,18 

Iones inmonium: 86,10 

1036,67 3,78*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b:923,51695,50596,43483,34370,26 

Iones b(-H2O): 905,57352,24 

Iones inmonium: 86,10 

1044,67 6,15*105 Iones y: n/d 

Iones b: 931,57 

Iones b(-H2O): 800,48360,36 

1050,71 7,23*105 Iones y: 554,35441,27227,17 

Iones b: 937,61610,43497,36384,27 

Iones b(-H2O): 366,27 

Iones inmonium: 86,10 

1058,67 6,86*105 Iones y: 342,93 

Iones b: 945,59 

Iones b- H2O:599,73 

1072,69 4,84*105 Iones y: n/d 

Iones b: 713,23 

 
 

Control 
1008,66 9,5*106 Iones y: 796,50  667,46 554,35 441,27 227,17 

Iones b: 895,58 667,46568,40455,31342,23 
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MS(L) 

Iones b(-H2O): 568,40554,35455,31342,23 

Ion inmonium: 86,10 

1022,67 2,57*107 Iones y: 796,5 667,41554,35441,27227,17 

Iones b: 909.58 796,502 582,41 
469,33356,24227,17 

Iones b(+/-H2O): 245,18; 338,23 

Iones a: 328,19119,18 

Ion inmonium: 86,10 

1036,69 1,47*107 Iones y: 667,41554,35441,27227,17 

Iones b: 923,61695,50596,43483,34370,26 

Iones b(-H2O): 352,24 

Ion inmonium: 86,10 

1044,67 2,89*106 Iones y: n/d 

Iones b: 931,57818,49 

Iones b(-H2O): 800,48 

Iones a: 463,25 

1050,71 1*106 Iones y: 441,27342,20227,17 

Iones b: 497,36384,27 

Iones b(+H2O): 515,08 

1058,67 1,9*106 Iones y: n/d 

Iones b: 945,59 

Iones b(-H2O): 814,50599,82 

1072,69 5,52*105 Iones y: n/d 

Iones b: 406,79 

Iones b(+H2O): n/d 

Vegetativas 

1008,66 3,53*105 Iones y: 667,46554,35 

Iones b: 895,58782,49667,46455,31 

1022,67 1,48*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b: 909,58582,41469,33356,24227,17 

Iones b(-H2O): 891,58338,23 

Iones a: 328,19199,18 

Iones inmonium: 86,10 

1036,67 1,52*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b: 923,51695,50596,43483,34370,26 

Iones inmonium: 86,10 

1044,67 2,31*106 Iones y: 

Iones b: 

Iones b- H2O: 

1058,67 1,15*106 Iones y: 441,27 



Anexos 185

 

 

  

Iones b: n/d 

Iones b(-H2O): 663,47618,47 

Iones inmonium: 86,10 

Esporas 

1008,66 3,44*106 Iones y:  667,46554,35342,20227,17 

Iones b: 895,58 667,46568,40455,31342,20 

Iones b(+/-H2O): 324,21; 685,45245,17 

Iones a: 1191,8 

Inones inmonium: 86,10 

1022,67 8,13*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b: 909,58582,41469,33356,24227,17 

Iones b(+/-H2O): 245,18; 778,49451,33338,23 

Iones a: 338,23199,18 

Iones inmonium: 86,10 

1036,67 4,74*106 Iones y: 667,46554,35441,27227,17 

Iones b:923,51695,50596,43483,34370,26227,17 

Iones b(-H2O): 905,57352,24 

Iones a: 199,18 

Iones inmonium: 86,10 

1044,67 2,88*106 Iones y: 227,17 

Iones b: 931,57 

Iones b(-H2O): 800,48 

1050,71 6,19*105 Iones y: 441,27342,21227,17 

Iones b: 610,43497,36 

Iones b(-H2O): 227,29 

Iones inmonium: 86,10 

1058,67 3,44*106 Iones y: 342,93 

Iones b: 945,59 

Iones b(-H2O):814,50600,14 

1072,69 6,39*105 Iones y: 441,22 

Iones b:n/d 
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Anexo X.  Morfologías de endófitos aislados de raíces de banano 
in vitro en medio MS(s) 

 

*Las morfologías en amarillo corresponden a cepas identificadas como Bacillus.  
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